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Zur Methodik der Darstellung von y-Glutaminyl-peptiden. 
III, Mitteilung.*) 
Uber Peptide ier Glutaminsiure. 


Von 


Walter Voss und Renate Guttmann. 





(Aus dem Organ.-Chem. Institut der Techn. Hochschule Breslau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. September 1931.) 


Die Chemie der Glutaminsaéure-peptide ist trotz der weiten 
Verbreitung der Saéure noch wenig ausgebaut. Vor allem be- 
anspruchen diejenigen Peptide, bei denen die Peptidbindung durch 
ein Carboxyl der Glutaminsiure gekniipft wird, ein besonderes 
Interesse, seitdem im Glutathion?) ein derartiger Fall aufgefunden 
worden ist. Beschrinkt man sich bei synthetischen Versuchen 
fiirs erste auf die klassischen Methoden, und geht dabei von der 
d-Glutaminséure als Ausgangsmaterial aus, so ergeben sich 
Schwierigkeiten durch das Vorhandensein von zwei Carboxy]l- 
gruppen. Hs erscheint also als erste Aufgabe, nur ein bestimmtes 
der beiden Carboxyle in Reaktion zu bringen. 


In einer friitheren Mitteilung*) ist gezeigt worden, daB eine von 
C.P. Stewart und H.E. Tunnicliffe*) entwickelte Synthese 
von y-Glutaminyl-peptiden (I) nicht brauchbar ist. Die Glutamin- 
saéure selbst reagiert unter schonenden Bedingungen nicht mit 
Phosphorpentachlorid; ein Monochlorid der Saure ist aber darstell- 
bar durch Einwirkung von Thionylchlorid auf das wasserfreie 
Mono-ammonsalz, iiber dessen Darstellung vor einiger Zeit berichtet 





1) I. Mitteilung: Biochem. Z. 220, 327 (1930); II. Mitteilung: Ber. chem, 
Ges. 68, 1726 (1930). 


*) E. Kendall, H. L. Mason u. B. F. Mc Kenzie, J. of biol. Chem. 84, 
657 (1929); 87, 55 (1930); 88, 409 (1930); 90, 25 (1931); B. H. Nicolet, J. of 
biol. Chem. 88, 389 (1930). : 
3) Biochemic. J. 19, 207 (1925). 
*) II. Mitteilung: Ber. chem. Ges. 68, 1726 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIV. l 
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wurde. Das erhaltene Produkt, theoretisch ein Gemisch von 
1 Mol. Ammonchlorid mit 1 Mol. des Monochlorids der d-Glutamin- 
siure (III), ist aber nicht einheitlich, sondern enthalt noch etwa 
25°/, 1-Pyrrolidonylchlorid; denn bei dem Umsatz mit Anilin erhalt 
man neben dem Monoanilid der d-Glutaminséure (I, R = C,H,) 
noch das Anilid dieser Saéure. Die Bildung des Pyrrolidonyl- 
anilids kann aber nur auf einen Gehalt an Pyrrolidonyl-chlorid 
zurickgefiihrt werden; eine etwaige Entstehung nach W. Gray?) 
aus freier Glutaminséure oder freier Pyrrolidoncarbonsaure ist nach 
Kontrollversuchen unter den angewandten Reaktionsbedingungen 
nicht mdglich. Die Bildung von |-Pyrrolidonyl-chlorid (IV) aus 
diesem Chlorid der d-Glutaminsiure ergibt sich leicht durch eine 
zur 1|-Pyrrolidoncarbonséure fiihrende Abspaltung von Chlor- 
wasserstoff und darauffolgende weitere Einwirkung von Thiony]- 
chlorid. 

Die prinzipielle Verwendbarkeit des erhaltenen Glutaminyl- 
chlorids zur Synthese von y-Glutaminy]-peptiden*) haéngt von der 
Konstitution des erhaltenen Glutaminyl-mono-anilids ab, die daher 
mit besonderer Sorgfalt durch oxydativen Abbau nach H. D. Da- 
kin’) und auch nach St. Goldschmidt’) festgelegt worden ist. 


Der Abbau mit Wasserstoffsuperoxyd l4Bt beim y-Anilid 
(I, R = C,H;) Succinanilséure (XI) erwarten, das ebenfalls in Be- 
tracht zu ziehende «-Anilid (II, R = C,H;) wiirde Bernsteinsdure 
ergeben; erhalten wurde aber das Succinanil (VII). Ein Ubergang 
von etwa primar gebildeter Succinanilsiure in das Anil unter den 
Versuchsbedingungen ist ausgeschlossen; dahingehende Versuche 
verliefen negativ. Es kann also nur ein im Laufe der Oxydation 
auftretendes reaktionsfahiges Zwischenprodukt (Anilid des Halb- 
aldehyds der Bernsteinséure, V) den Fiinfring geschlossen haben, 
und dann weiter oxydiert worden sein.®) 


1) J. chem. Soc. London 1928, S. 1264. 

2) B.N. Nicolet, J. Amer. chem. Soc. 52, 1192 (1930), hat in Anlehnung 
an Arbeiten von M. Bergmann einen anderen Weg unter Verwendung von 
acetylierten Anhydriden der Glutaminsaure versucht. 

8) J. of biol. Chem. 4, 63 (1908). 

*) Liebigs Ann. 456, 1 (1927). 

5) Stewart u. Tunnicliffe haben unter diirftiger Angabe der experi- 
mentellen Daten ein vermeintliches y-Mono-anilid der d-Glutaminsaure er- 
waihnt und angegeben, daB der Abbau mit Wasserstoffsuperoxyd in voll- 
kommen normalerweise zur Succinanilséure gefiihrt habe. 
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_ HO,C-CH(NH,)-CH,-CH,-CO-NH-R II. HO,C-CH,-CH,-CH-(NH,)-CO-NH-R 
HO,C-CH(NH,)-CH,-CH,-CO-Cl__IV. Cl-OC-CH-CH,-CH, 
NH——CO 
_ OHC-CH,-CH,-CO-NH-C,H, VIII. BrN: CH-CH,-CH,-CO-NH-C,H, 
7 y 
CH,-CH,-CO IX. N: C-CH,-CH,-CO-NH-C,H, 
ny. C——_N-G,H, 
vy v 
CH,-CH,-CO | CH,-CH,-CO 
oo... -g, HN:C——_—_N-C,H, 
_ HO,C-CH,-CH,-CO-NH-C,H, XII. HO,C-CH,-CH,-C:N 


Der Abbau nach St. Goldschmidt mit alkalischem Hypo- 
bromit sollte bei einem y-Anilid das Nitril der Succinanilsaéure (IX) 
und bei einem «-Anilid das Halbnitril der Bernsteinsaéure (XI) 
liefern. Erhalten wurde wieder Succinanil, das aber nicht Primar- 
produkt des Abbaues war. Isoliert wurde zunachst ein K6rper mit 
vollig anderen Eigenschaften. Erst beim Umkrystallisieren aus 
verdiinntem Alkohol erfolgte unter den im Versuchsteil angegebenen 
Erscheinungen seine Umwandlung in das Anil. Uber seine Natur 
kann noch nichts Sicheres ausgesagt werden. Der relativ hohe, mit 
Silbernitrat nachweisbare Bromgehalt und das Ausbleiben einer 
Ammoniakentwicklung (X-—» VII) bei der Umwandlung 
(VIII —> IX —>» X —-» VII) machen das Vorliegen des Anilids 
der Brom-imino-buttersaéure (VIII) sehr wahrscheinlich. 

Beide Abbaumethoden ergeben somit zweifellos die y-Struktur 
des Anilids (I), und damit auch die des Saurechlorids (IIT), das als 
Hauptbestandteil bei der Chlorierung des glutaminsauren Ammo- 
niums?) entsteht. 





1) Die Konstitution des wasserfreien Ammonsalzes der d-Glutamin- 
sdure war in der 2. Mitteilung [Ber. chem. Ges. 68, 1728 (1930)} offen geblieben. 
Herr Prof. F. Arndt, Breslau, wies in einer Diskussion darauf hin, daB die 
Zuteilung des Kations NH,+ zu einem bestimmten Carboxy] willkiirlich und 
nicht berechtigt sei, da in Lé6sung doch das Zwitterion -O,C-CH(NH,)*-CH,: 
CH,:CO- anzunehmen ist. Unter Verzicht auf eine formelmaBige Darstellung 
des Ammonsalzes miissen wir auf Grund der oben angefiihrten Umsetzungen 
doch annehmen, daB im festen Salz die Beziehungen des Kations zum y-stan- 
digen Carboxyl enger sind als zum a-standigen. Gesicherte Vorstellungen 
iiber die Struktur des festen Ammonsalzes lassen sich auch unter Beriick- 
sichtigung der kirzlich von J.D. Bernal, Z.f. Krist. 78, 363 (1931), be- 
gonnenen réntgenographischen Untersuchung der Aminoséuren noch nicht 
€ntwickeln. 

l x“ 
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Die Kupplung des y-Glutaminylchlorids mit Aminosauren ist 
gunichst nur mit Glycin durchgefiihrt worden. Das Chlorid laBt 
sich in Chloroform mit iberschiissigem Glycin-aithyl-ester um- 
setzen; das Rohprodukt muBte natiirlich neben dem y-Glutaminyl- 
glycin-ester (I, R = CH,-CO,C,H,) noch 1-Pyrrolidonyl]-glycin-ester, 
Glycin-ester-chlorhydrat und Ammon-chlorid enthalten. Zur Ab- 
trennung des Pyrrolidonyl-glycinesters diente seine Léslichkeit in 
heiBem Aceton; die Abtrennung der anderen Beimengungen gelang 
bis auf einen Restgehalt von etwa 4,5°/,) Ammonchlorid. Die 
Analysenzahlen und das Mengenverhiltnis der nach der Hydrolyse 
isolierten Spaltstiicke zeigen aber, da’ in dem erhaltenen zahen 
Sirup!) der d-Glutaminy]-glycin-athyl-ester vorlag. 

Versuche, nach E. Fischer den nichtkrystallisierenden Ester 
in das vermutlich krystalline Glutaminyl-glycin durch kurze Be- 
handlung mit wéBrigem Alkali zu iiberfiihren, schlugen fehl. Neben 
der Verseifung des Carbathoxyls erfolgte Lésung der Peptid- 
bindung. Auch durch Anwendung von alkoholischem Kalium- 
hydroxyd war kein Fortschritt zu erzielen. Als zweites Spaltstiick 
entstand neben dem Glycin aber nicht die erwartete Glutaminsaure, 
sondern Pyrrolidon-carbonséure. Gegen Siauren ist der Peptidester 
ebenfalls éuBerst unbestindig, so daf z. B. em Hydrochlorid nicht 
dargestellt werden konnte. Nach Zugabe der berechneten Menge 
Chlorwasserstoff in absolut alkoholischer Lésung, Bedingungen, 
die sich bei der Darstellung des Hydrochlorids vom Glutaminyl- 
anilid durchaus bewihrt hatten, erfolgte eine momentane Spaltung 
unter Bildung von Glycin-ester-chlorhydrat und wiederum 1-Pyrro- 
lidon-carbonsiure. Das unterschiedliche Verhalten der Peptid- 
bindung im Glutaminyl-anilid und Glutaminyl-glycin-ester gegen 
alkoholische Salzsiéure kann nicht durch eine allgemeine geringere 
Haftfestigkeit des Glycinrestes erklirt werden, denn Glycyl-glycin 
ist z.B. gegen alkoholische Salzsiure durchaus bestindig, und 
liefert bei Erwarmen das Chlorhydrat des Glycyl-glycinesters.?) 


Die festgestellte leichte Spaltung des Glutaminyl-glycin-esters 
entspricht nun weitgehend der auffallend leicht erfolgenden Hydro- 
lyse des Glutathions, die von H. L. Mason’) eingehend untersucht 
wurde, und bei der ebenfalls an Stelle der zu erwartenden d-Glut- 





1) Vgl. die entsprechende Beobachtung von E. Fischer, Ber. chem. Ges. 
88, 2914 (1905), bei anderen Peptidestern. 
*) E. Fischer u. F. Fourneau, Ber. chem. Ges. 84, 2868 (1901). 
8) J. of biol. Chem. 90, 25 (1931). 
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: aminsdure die 1-Pyrrolidon-carbonséure gefunden worden ist. Be- 
| riicksichtigt man die Verwendung von absolutem Alkohol als 
Lésungsmittel bei der Spaltung des Glutaminyl-glycin-esters, so 

wird eine reine Hydrolyse der Peptidbindung ausgeschlossen. Ahn- 
‘> lich wie Mason wird man die Ausbildung des Fiinfringes noch im 
' Verband der ungespaltenen Molekel anzunehmen haben, d. h. auch 





; die Spaltung des Esters besteht nicht in einer hydrolytischen 
‘ Sprengung der Peptidbindung, sondern in einem intramolekularen 
; Zerfall der Molekel unter direkter Bildung der Pyrrolidon-carbon- 
' saure. 

. CH, - CH, - CO CH,-CH,:CO — lt. 
¢ | H10,C-CH-NH'H HN-CH,.Co,-CH, —”  H0,C-cH Nu TB CHS CGH 
' Diese Vorstellung l48t aber bei allen y-Glutaminylpeptiden 
m ' mit endstindigem Glutaminylrest eine weitgehende Unbestiandig- 
" | keit erwarten; die experimentelle Priifung hatte zunéchst an sinn- 
. gemaB substituierten Derivaten einzusetzen. 

, of Im Hinblick auf die unerwartete Bildung von Pyrrolidon- 
r | carbonsiiure bei der Einwirkung von Saure und Alkali in Alkohol 
t auf den Glutaminyl-glycin-ester interessiert natiirlich die Ein- 
* )  wirkung dieser Agenzien auf den Pyrrolidonyl-glycin-ester. Der 
, ' nach E. Abderhalden!) dargestellte Ester war aber gegen alko- 
- '  holische Salzsiéure vollkommen bestindig; mit alkoholischem 
g § Kaliumhydroxyd erfolgte im wesentlichen nur eine Verseifung zum 
| Pyrrolidonyl-glycin.’) 

l- . Auch mit Phenyl-isocyanat oder «-Naphthyl-isocyanat lieBen sich krystal- 
n line Derivate des Glutaminyl-glycin-esters nicht gewinnen. Ein Umsatz sollte 
e . direkt mit iberschiissigem Isocyanat erfolgen, da die iibliche Ausfiihrung in 
. ’  wé&Brig-alkalischer Lésung*) auszuscheiden war. Bei der Priifung der als ; 


-  Modellsubstanzen verwendeten Anilide der Glutamin- und Pyrrolidon-carbon- 
d | saure zeigte es sich, daB trotz der freien Aminogruppe das Glutaminyl-anilid 

| nicht reagierte, sondern nur das Pyrrolidonyl-anilid. Es wird anzunehmen 
sein, daB die Reaktion am Stickstoff des Pyrrolringes eingesetzt hat, da 





‘S ) ‘T.B. Johnson und H.H. Guest!) auch ein Thiohydantoin der Pyrrolidon- 
A .  carbonsaure darstellen konnten. 

. oF 

t- 


1) Ber. chem. Ges. 48, 2152 (1910). 
: 2) Diese Versuche stehen auch in einem gewissen Zusammenhang mit 
8. ~ dem noch nicht befriedigend gelésten Problem einer Synthese von «-Glut- 
» aminyl-peptiden (IT) [vgl. dazu E. Abderhalden, Z. physiol. Chem. 107, 1 
(1919); Fermentforsch. 9, 501 (1928))}. 
3) C. Neuberg u. Manasse, Ber. chem. Ges. 88, 2359 (1905). 
*) Amer. chem. J. 48, 103 (1912). 
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Die zur Durchfiihrung der Untersuchung gebrauchten gréBeren 
Mengen Glutaminséure wurden von der Chemischen Fabrik Pro- 
monta, Hamburg, der wir dafiir zu groBem Dank verpflichtet sind, 


zur Verfiigung gestellt. 


Beschreibung der Versuche. 


Einwirkung von Thionylchlorid auf das Mono-ammonsalz 
der d-Glutaminsaure. 


Das Ammonsalz wurde in der 10fachen Menge Ather auf- 
geschlimmt und mit 1 Mol. Thionylchlorid!) in einer geeigneten 
Kugelmiihle unter FeuchtigkeitsausschluB und bei médglichst 
niedriger Zimmertemperatur 48 Stunden gemahlen. Das nach dem 
Abfiltrieren erhaltene Produkt war ein ockerfarbenes, hygro- 
skopisches Pulver. 


0,2031 g Substanz gaben 16,82 ccm n/10-AgNO,. 


Gef. Cl 29,36°/, 
Ber, ,, 32,38°/, fiir ein Gemisch von 1 Mol Ammonchlorid und 1 Mol Glut- 


aminyl-monochlorid. 


Umsatz von Glutaminyl-chlorid mit Anilin. 


18,5 g Chlorid wurden in kleinen Portionen in eine Lésung 
von 18g Anilin in 150 ccm trockenem Chloroform bei starker 
Kiihlung und unter staéndigem mechanischem Riihren eingetragen. 
Nach 80stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur stellte das 
Reaktionsgemisch eine feine, hellgraue Emulsion dar, die weder 
durch Filtrieren, noch durch Zentrifugieren geklairt werden konnte. 
Vom gesamten Reaktionsgemisch wurde daher das Chloroform im 
Vakuum bei 80° vollig abgepumpt, der zuriickgebliebene ziéhe 
Sirup mit absolutem Ather durchgerieben und ausgekocht. 


1. Isolierung von 1-Pyrrolidonyl-anilid: Die durch die 
Atherbehandlung festgewordene Substanz wurde fein gepulvert 
und im Soxhlet mit dem zum Auskochen benutzten Ather er- 
schépfend extrahiert. Nach dem Abdestillieren des Athers hinter- 
blieb ein sirupéser, zum Teil krystalliner Riickstand. Nach zwei- 
maligem Umkrystallisieren aus Wasser: derbe, farblose Nadeln. 
Schmelzp. 185—187°. 

1) Nach Meyer u. Schlegel, Mh. Chem. 34, 569 (1913), tiber Leinéi 
destilliert. 
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Zur Methodik der Darstellung von y-Glutaminyl-peptiden. 


0,1130 g Substanz gaben 0,2682 g CO,, 0,0601 g H,O. 
0,1834 g % », 17,7 ccm n/10-H,SO, (Kjeldahl). 
0,3426 g ‘a » in 25,59 g Eisessig: A = 0,246. 


C,,H,;,0,N, Ber. C 64,68°9/, H 5,93°/, N 13,72°/,. Mol.-Gew. 204,18. 
Gef. ,, 64,73 »» 5,95 »» 13,52 Mol.-Gew. 212,2. 


[a]2? =-+ 0,14 x 42,6753 / 2 x 0,1998 x 0,8580 =~+- 17,4391) in 80°/,igem 
Alkohol. 


2. Isolierung von d-Glutaminyl-anilid. Der von 1-Pyrroli- 
donyl-anilid befreite Riickstand wurde mit 150 ccm absolutem 
Alkohol ausgekocht und die Lésung nach dem Erkalten filtriert. 


a) Das Ungeléste (5,7 g) lieferte nach dem Umkrystallisieren aus Wasser 
unter Zusatz von A-Kohle 1,7 g d-Glutaminyl-anilid in sehr feinen, weiBen 
Nadelchen, die sich bei 194,5° ohne vorhergehendes Sintern zersetzten. Durch 
Einengen der Mutterlauge noch 0,4 g Anilid, als Riickstand nach dem Ein- 
dampfen 3,4 g Ammonchlorid. Nach einmaligem Umkrystallisieren des Anilids 
aus Wasser: ab 206° schwaches Sintern, 209° Schmelzen unter Zersetzung. 
Léslich in Alkohol, Eisessig und heiBem Wasser, unléslich in Ather und Benzol. 


0,1155 g Substanz gaben 0,2517 g CO,, 0,0634 g H,O. 


0,2075 g ” » 18,72 ccm n/10-H,SO, (Kjeldahl). 
0,01157 g_—SC,, »  1,385cem N (22°, 745 mm, van Slyke). 
C,,H,,O,N, Ber. C 59,44°/, H 6,35°/, N 12,61°/, NH,N 6,30°/, 

Gef. ,, 59,43 »» 6,14 », 12,64 »» 6,44 


b) Die aikoholische Lésung wurde auf 50ccm eingeengt und aus- 
geschiedenes Ammonchlorid (1,0 g) abfiltriert. Nach Zugabe von 10 ccm 
Anilin schieden sich 3,7 g Glutaminyl-anilid aus. Mischprobe mit anfangs 
isoliertem Anilid: 205,5°. Ausbeute insgesamt: 5,8 g d-Glutaminyl-anilid und 
1,7 g 1-Pyrrolidonyl-anilid. 


c) Chlorhydrat: Das Anilid wurde in der berechneten Menge alkoho- 
lischer Salzséure gelést und die Lésung bis zur beginnenden Triibung mit 
Ather versetzt. Feine Nadeln, die nach dem Trocknen im Vakuum bei 56° 
zwischen 176 und 177° schmolzen. 


46,82 mg Substanz gaben 4,36 com N (24°, 759 mm). 


36,15 mg - » 20,40 mg AgCl. 
C,,H,;0,N,Cl Ber. N 10,83°/, Cl 13,71°/, 
Gef. ,, 10,69 », 13,96 
[«]22 =-+ 0,60 x 20,9259 / 2 x 0,2541 x 0,9480 =+ 26,06° in 50°/,igem 
Alkohol. 


Leicht léslich in Wasser und waBrigem Alkohol, weniger leicht in absolutem 
Alkohol. Aus der alkoholischen Lésung seines Chlorhydrats lieB sich das 
Anilid nach H.C. Benedict?) durch Zugabe der berechneten Menge Anilin mit 
90°/, Ausbeute abscheiden. 





1) Nach Gray, J. chem. Soc. London 1928, 1264 [«]?°=+-17,9°. 
2) J. Am. chem. Soc. 61, 2277 (1929). 
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Oxydativer Abbau des Glutaminyl-anilids. 


1. Nach Dakin?) mit Wasserstoffsuperoxyd: In eine schwach 
ammoniakalische Lésung von 8 g Anilid in 500 com Wasser wurden 
nach Zugabe einiger Tropfen Ferrosulfatlésung unter Erwarmen 
auf dem Wasserbad 65 ccm 2,5°/,iges Wasserstoffsuperoxyd lang- 
sam zugetropft. Nach dem Ansiuern mit Salzsiure wurde die 
Lésung im Extraktionsapparat nach Steudel 48 Stunden mit 
Ather extrahiert. Der dunkle, élige Atherriickstand, aus Wasser 
umkrystallisiert, lieferte 0,4 g lange, leicht braungefirbte Nadeln. 
Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Wasser unter Zusatz von 
A-Kohle rein weiB: Schmelzp. 153—154°. 


Mischprobe mit Succinanil: 152—153°*); Mischprobe mit Bernstein- 
siure-monoanilid: 121—128°. 


34,01 mg Substanz gaben 85,33 mg CO,, 16,4 mg H,O. 


3,160 mg - » 0,214 ccm N (19°, 760 mm). 
CyH,O,N Ber. C 68,56°/, H 5,18°/, N 8,00°/, 
Gef. ,, 68,42 » 5,40 »» 7,92 


Aus der waBrigen Oxydationslésung wurden 0,55 g unver- 
indertes Glutaminyl-anilid zuriickgewonnen. 

2. Nach St. Goldschmidt: In eine eisgekiihlte Losung von 
16,8 g Kaliumhydroxyd und 6,0 g Brom in 300 ccm Wasser wurden 
2,0 g feingepulvertes Glutaminyl-anilid im Laufe von 10 Minuten 
unter kriftigem Schiitteln eingetragen. Die ersten Anteile lésten 
sich rasch, nach kurzer Zeit schieden sich rein weiBe, feine Nadeln 
ab, die von dem jeweilig frisch hinzugegebenen feinpulvrigen 
Anilid deutlich unterschieden werden konnten. Nach beendetem 
Kintragen wurde rasch abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Nach 
dem Trocknen iiber Schwefelsadure: 1,3 g leicht gelbliche Substanz, 
die sich im Schmelzréhrchen bei 95° unter Verpuffen und starker 
Dunkelfiirbung zersetzte, frei von Amino-stickstoff, aber starke 
Halogenreaktion mit Silbernitrat. Als die Substanz mit 80 ccm 
50°/,igem Alkohol auf dem Wasserbade unter Zusatz von wenig 
A-Kohle kurz erwarmt wurde, entstand eine farblose Lésung, aus 
der sich schon nach kurzem Abkihlen feine, farblose Nadeln aus- 
schieden. Nach etwa 10 Minuten, wihrend denen die Lésung un- 
gestért bei Zimmertemperatur gestanden hatte, erfolgte spontan 
erneute Lésung unter gleichzeitiger starker Gelbfarbung der klaren 
Flissigkeit. Die Lésung reagierte schwach sauer gegen Lackmus 





1) J. of biol. Chem. 4, 63 (1908). 
2) Vgl. K. v. Auwers, Liebigs Ann. 809, 326 (1899). 
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und roch stechend. Nach 12stiindigem Stehen wurde sie wieder 
farblos, und es setzte erneut die Krystallisation feiner, farbloser 
Nadeln ein. Durch Konzentration der Lésung im Vakuum wurde 
die Abscheidung vervollstandigt: 1. Fraktion: 0,5 g, Schmelzp. 150 
bis 152°. 2. Fraktion: 0,3 g, Schmelzp. 182—141°. Beide Frak- 
tionen enthielten geringe Mengen Brom, das sie auch nach drei- 
maligem Umkrystallisieren aus 50°/,igem Alkohol nicht verloren; 
mit Silbernitrat war das Brom nicht nachweisbar.!) Schmelzp. 154 
bis 155°. Mischprobe mit Succin-anil: 152,5—154,5°. 
5,002 mg Substanz gaben 12,525 mg CO,, 2,325 mg H,0. 


3,478 mg -" » 0,245 ccm N (20,5°, 741 mm). 
5,490 mg - » 0,117 mg AgBr. 
C,,»H,O,N Ber. C 68,56°/, H 5,18°/, N 8,00°/, 
Gef. 99 68,29 99 5,20 99 7,99 Br 0,91°/, 


Umsatz von Glutaminyl-chlorid mit Glycin-athyl-ester. 


34g Chlorid wurden in der beim Umsatz mit Anilin be- 
schriebenen Weise mit 80 g Glycin-athyl-ester?) in 800 ccm Chloro- 
form in Reaktion gebracht. Von der entstandenen hellgrauen 
Emulsion wurde nach 18stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 
das Chloroform im Vakuum bei maximal 30° abdestilliert und der 
Riickstand in 500 ccm absolutem Alkohol aufgeschlimmt. Nach 
mehrstiindigem Stehen hatte sich ein dichter, weiBer Niederschlag 
von Ammonchlorid mit geringen Mengen Glycin-ester-chlorhydrat 
abgesetzt, der durch Zentrifugieren abgetrennt und mit absolutem 
Alkohol ausgewaschen wurde. Die alkoholische Lésung lieferte 
nach dem Hinengen auf 350 ccm und Zugabe des gleichen Volumens 
von trockenem Ather 17,0 g reines Glycin-ester-chlorhydrat. Aus 
Alkohol: Schmelzp. 144—147°. Auf Zusatz weiterer Mengen Ather 
schied sich neben dem Chlorhydrat des Glycin-esters ein hellgelbes 
Ol ab, dessen Fallung aber durch folgendes Verfahren vermieden 
werden konnte: Der Ather wurde im Vakuum abgepumpt, die rest- 
liche alkoholische Lésung konzentriert und erneut Ather bis zur 
beginnenden Triibung zugesetzt. Durch mehrfaches Wiederholen 
der gleichen Operationen wurden noch 2,8g Glycin-ester-chlor- 
hydrat entfernt. Nach dem Konzentrieren der alkoholischen 
Lésung bis auf 40 ccm wurden 800 ccm Ather dazugegeben und 





1) Der Bromgehalt ist wahrscheinlich auf die Entstehung des p-bromierten 
Anils (etwa 3°/,) zuriickzufiihren; vgl. dazu Hoogewerff u. van Dorp, Rec. 
Trav. chim. Pays-Bas 9, 48 (1890). 
2) Dargestellt nach E. Fischer, Ber. chem. Ges. 84, 433 (1901). 
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nach der erfolgten Klarung das ausgefallte Ol abgetrennt. Das O1 
wurde im Vakuum bei 80° zur Gewichtskonstanz gebracht. Der 
zihe, gelbe Sirup (27,4 g) wurde zur Entfernung des 1-Pyrrolidony]l- 
glycin-esters mit 300 cem Aceton ausgekocht, wobei 88°/, der Sub- 
stanz in Lésung gingen. Der Riickstand léste sich bei kurzem Er- 
warmen auf dem Wasserbad nicht mehr vollstindig in 75 cem 
absolutem Alkohol. Es blieben 0,7 g d-Glutaminséiure in Form 
weiBer, feiner Krystalle zuriick, die als Chlorhydrat durch Schmelz- 
punkt und Analyse identifiziert wurden. Vom alkoholischen Filtrat 
wurde der Alkohol im Vakuum bei 30° maximal abdestilliert, 
nachdem vorher zur leichteren Entfernung des Alkohols die 10fache 
Menge Ather hinzugegeben war. Der im Vakuum der Quecksilber- 
pumpe bis zur Gewichtskonstanz getrocknete klare, gelbe, ziaihe 
Sirup (13,9 g) lieferte folgende Analysenzahlen: 


40,01 mg Substanz gaben 65,34 mg CO,, 2,51 mg H,O. 


37,95 mg ‘s » 4,15 ccm N (21°, 747 mm). 
27,80 mg “ 5,  308cem N (22°, 742 mm, van Slyke)'). 
74,4 mg és », 6,22 ccm n/100-AgNO,. 


C,H,,0;N, Ber. C 46,52°/, H 6,95%/, N 12,07%/, NH,-N 6,03%/, 
[95,53°/, C,H,,0;Ne + 4,47°/, NH, :Cl] 

Ber. C 44,44°/, H 6,98 N 12,70%/, NH,-N 6,93 Cl 2,96°/, 

Gef. ,, 44,64 99 7,02 », 12,48 » 7,08 »» 2,96 


Bei der Berechnung des Gemisches von 95,53°/) Glutaminy]-glycinester 
und 4,47°/, Ammonchlorid!) ist von den gefundenen 2,96°/, Chlor ausgegangen 


worden. 
Spaltung des y-Glutaminyl-glycin-athylesters. 


1. Mit alkoholischem Kaliumhydroxyd: Eine Lésung von 
2,45 g des analysierten Sirups in 80 ccm absolutem Alkohol wurde 
mit einer Lésung von 1,18 g Kaliumhydroxyd?) in 25 ccm absolutem 
Alkohol versetzt.*) Nach 1stiindigem Stehen bei Zimmertempe- 
ratur wurde eine dem Alkali équivalente Menge alkoholischer Salz- 





1) Im Hinblick auf die leichte Spaltbarkeit des Esters wurde das Er- 
gebnis der Bestimmung des Aminostickstoffs anfainglich als Widerspruch 
empfunden. Der Befund stellt aber nur eine Bestatigung der Ergebnisse bei 
der Spaltung des Esters in alkoholischer Lésung dar. Denn der gebundene 
Stickstoff wird nur vorgetaéuscht, da auch der Stickstoff der Pyrrolidon- 
carbonsiure durch die Bestimmung nach van Slyke nicht erfaBt wird. 

2) 2 Mol. Alkali auf 1 Mol. Peptidester. 

8) Die hier einsetzende Entwicklung von Ammoniak kann nur auf einen 
Gehalt an noch nicht véllig entferntem Ammonchlorid (etwa 4,5°/,) zuriick- 
gefiihrt werden; denn weder aus Glutaminsdure noch Glycinester-chlorhydrat 
wird von 5°/,iger alkoholischer Kalilauge Ammoniak frei gemacht. 
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siure zugesetzt. Neben Kaliumchlorid schied sich noch Glycin aus, 
das durch Verestern der abfiltrierten Substanz mit alkoholischer 
Salzsiure als Athylester-chlorhydrat isoliert wurde (1,3 g = 92°/,). 
Das im Vakuum eingedampfte alkoholische Filtrat hinterlieB 
1,1 g sirupése Pyrrolidon-carbonséure (85°/, der Theorie). Nach 
Anreiben mit Alkohol und langem Stehen konnten 0,1 g krystalline 
l-Pyrrolidon-carbonsaéure (Schmelzp. 151—158°) isoliert werden. 


39,67 mg Substanz gaben 3,82 com N (24°, 748 mm). 
C;H,O,N Ber. N 10,85°/, Gef. N 10,89°/, 


Weitere Mengen an krystallisierter Siure waren entsprechend 
den bekannten Erfahrungen') tber die Krystallisationstrigheit 
nicht ganz reiner Séure nicht zu gewinnen. 


2. Mit alkoholischer Salzséure: Zu einer Loésung von 3,15 g 
des Sirups in 25cem absolutem Alkohol wurde die berechnete 
Menge 7°/jiger alkoholischer Salzsdéure gegeben und sofort weiter 
unter Umschwenken 250ccm trockener Ather. Nach wenigen 
Sekunden begann die Krystallisation vom Chlorhydrat des Glycin- 
athyl-esters; nach mehrstiindigem Stehen war ein volumindéser 
Krystallbrei entstanden. Erhalten: 1,9 g Ester-chlorhydrat, das 
nach einmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol rein war. 

Die alkoholisch-itherische Mutterlauge, die wegen der Un- 
léslichkeit von Glutaminsiure und auch Glutaminséure-chlorhydrat 
in dem Gemisch nur Pyrrolidon-carbonsiure enthalten konnte, 
hinterlie8 nach dem Verjagen im Vakuum 1,5 g Sirup. Da auch 
nach mehrwochentlichem Stehen keine Krystallisation zu erreichen 
war, wurde der Sirup durch Kochen mit konz. Salzséure in das 
Chlorhydrat der Glutaminsiure iiberfiihrt. Erhalten: 1,6 g (64,21°/, 
der Theorie). Schmelzp. 207° (Zersetzung). 


Verseifung des d,l-Pyrrolidonyl-glycin-athylesters. ”) 


Entsprechend den Versuchsbedingungen beim d-Glutaminyl- 
glycin-ester 1. mit alkoholischem Kaliumhydroxyd: Nach 
dem Abtrennen von ausgefallenem Kaliumchlorid, Konzentrieren 
des alkoholischen Filtrats und Zusatz von absolutem Ather wurden 
57°/, der Theorie an reinem d,l-Pyrrolidonyl-glycin, Schmelzp. 167 
bis 168°, igsoliert (nach E. Abderhalden Schmelzp. 165°). Aus 
der alkoholisch-atherischen Mutterlauge krystallisierten nach 





1) Vgl. z. B. Skola, Z. f. Zuckerind. d. tech. Rep. 46, 351 (1920). 
2) Dargestellt nach E. Abderhalden, Ber. chem. Ges. 48, 2152 (1910). 
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langerem Stehen 18°/, des unverinderten Esters aus. Schmelzp. 132 
bis 184°. Mischprobe mit dem Ausgangsmaterial: 131—134°. 
2. Mit alkoholischer Salzsaéure schied sich nach Zugabe von 
Ather das unverianderte Ausgangsmaterial fast quantitativ aus. 


Umsetzungen des 1-Pyrrolidonyl-anilids. 


1. Mit «-Naphthyl-isocyanat: Das Anilid wurde mit etwa 
der 4fachen Menge des Isocyanats vermischt und unter Feuchtig- 
keitsausschlu8 iiber kleiner Flamme direkt erhitzt. Nach der fast 
momentan verlaufenden Reaktion erstarrte das Gemisch beim Ab- 
kiihlen. Uberschiissiges Isocyanat wurde mit Ather extrahiert und 
der Riickstand aus Alkohol umkrystallisiert. WeiBe, feine Nadeln, 
die bei 240° noch nicht geschmolzen waren. Ausbeute fast theo- 
retisch. 

0,1194 g Substanz gaben 0,3095 g CO,, 0,0637 g H,0. 

0,1048g =O, » 10,2 ccm N (22,5°, 750 mm). 

CxgH,,03N, Ber. C 70,75°/, H 5,13°/, N 11,26, 
Gef. ,, 70,69 >» 5,97 », 11,10 

2. Mit Phenyl-isocyanat wie unter 1: Aus Alkohol feine, 
glinzende Blattchen, Schmelzp. 204,5—205,5°. 

36,58 mg Substanz gaben 90,04 mg CO,, 16,9 mg H,O. 

34,57 mg a »  9392ccm N (23°, 755 mm). 


C,,H,,0;N, Ber. C 66,84°9/, H 5,309/, N 13,00%/, 
Gef. ,, 67,13 ,, 5,17 ,, 12,99. 
































Notiz tiber das Vorkommen von Dihydrocholesterin 
im menschlichen Gehirn. 


Von 


Irvine H. Page und Eugen Miller. 





{Aus der Chemischen Abteilung der Deutechen Forschungsanstalt fir Psychiatrie (Kaiser- 
Wilhelm-Institut) Minchen.]) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. November 1931.) 
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In einer vorliufigen Mitteilung!) berichteten wir iiber ein 
neues, aus menschlichem Gehirn isoliertes Sterin. Die geringe, 
; uns damals zur Verfiigung stehende Menge erlaubte nur die Fest- 
stellung von Schmelzpunkt und spez. Drehung des Sterins, sowie 
seines Acetates (siehe nachfolgende Tabelle). Untersuchungen mit 
neuem Material ergaben, da8 das isolierte Sterin eine Molekiil- 
verbindung von Cholesterin und Dihydrocholesterin ist. Das 
Produkt ergab bei der Jodzahlbestimmung nach Rosenmund- 
Kuhnhenn Werte, die auf eine halbe Doppelbindung stimmten. 
Wahrend weitere Untersuchungen im Gange waren, erschienen 
y die Arbeiten von Schénheimer und Mitarbeiter?), in denen nach- 
gewiesen wird, daB im Cholesterin, gleich welcher Herkunft, stets 
eine wechselnde Beimengung von Dihydrocholesterin enthalten 
ist. Nach diesen Feststellungen lag der Gedanke nahe, in dem von 
uns erhaltenen Sterin eine Molekiilverbindung von Cholesterin 
und Dihydrocholesterin zu sehen. 

Die Digitoninfallung des hydrierten Anteiles nach der von 
Schénheimer ausgearbeiteten Methode (a.a. O.) ergab in 
mehreren Analysen einen beinahe 50°/,igen Anteil an hydriertem 
Sterin. Durch Xylolspaltung des Digitonids wurde ein Produkt 
mit dem Drehwert «!®*° =-+ 18,40° erhalten. Das Produkt war 
wahrscheinlich infolge des verwendeten Xylols gelb gefairbt und 
amorph und konnte auch durch Reinigen nicht krystallisiert 
erhalten werden. 

















1) Naturw. 41, 868 (1930). 
2) Z. physiol. Chem. 192, 73ff (1930). 
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Durch katalytische Hydrierung des isolierten Sterins in Eis- 
essig mit Platin wurde ein Produkt erhalten, das nach dem Ver- 
seifen den Schmelzp. 141—142° und den Drehwert «?° =+ 24,78° 
zeigte. Dieses Produkt war identisch mit Dihydrocholesterin und 
es kann also kein Zweifel bestehen, da8 der von uns urspriinglich 
isolierte Kérper ein Doppelmolekiil von Cholesterin und Dihydro- 
cholesterin ist. 

Ferner konnte durch Acetylieren eines Cholesterin—Dihydro- 
cholesteringemisches und fraktionierte Krystallisation des er- 
haltenen Produktes ein Kérper mit den gleichen Eigenschaften 
isoliert werden. Der Mischschmelzpunkt mit dem _natiirlichen 
Produkt gab keine Depression. 








Sch L k 3 8) Jodzahl 
Praparat ar 4 ee (Chloroform) | (Rosenmund- 
- in ° Kuhnhenn) 








103,4—104 —21,79 36,11-++38,89 


Natiirliches Sterinacetat . . 


104,5 
Synthetisches Sterinacetat . 104—104,5} —19,45 35,6-+-37,0 
103,5—104 
Natiirliches Sterin. ... . 134 — 14,86 --- 
Synthetisches Sterin. .. . 136 — 11,20 ~- 
Katalyt. hydr. natiirl. Sterin 141—142 -+-24,78 -— 
Dihydrocholesterin. . .. . 142,5 +22,04 —— 
141,5—142 23,56 ss 











(Willstatter)| (Anderson) 


Herr Geh. Rat Windaus hat uns in liebenswiirdiger Weise 
fiir diese Untersuchungen Dihydrocholesterin tiberlassen, wofiir 
wir auch an dieser Stelle nochmals unseren Dank aussprechen 
méchten. 
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Beitrage zur enzymatischen Histochemie. 


Il. Wher die Peptidaseverteilung in Wurzel und Blattkeim 
des Malzkornes.*) 


Von 
K. Linderstrem-Lang und Heinz Holter. 
Mit 26 Figuren im Text. 





(Aus dem Carlsberg-Laboratorium Kopenhagen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. November 1931.) 


In der ersten Arbeit dieser Serie**) haben die Verfasser eine 
Mikromethodik beschrieben, die eine quantitative Bestimmung 
der Peptidaseaktivitét einer relativ geringen Anzahl von Zellen 
erméglichen und damit dazu dienen sollte, die Enzymverteilung 
in kleinen Organismen oder Teilen von Organismen zu bestimmen. 
Das Prinzip der Methodik ist das, da8 man die Zellgruppen, deren 
enzymatische Aktivitét man untersuchen will, dem Organismus 
entnimmt, sie in einen Tropfen einer Lésung des gewiinschten 
Substrats iiberfiihrt und nach einer passenden Reaktionszeit die 
eingetretene Spaltung mift. Wihrend wir uns in der friiheren 
Arbeit vor allem mit den rein analytisch-chemischen Problemen 
beschaftigt haben, die mit der Lésung einer solechen Aufgabe ver- 
bunden sind, wollen wir in der vorliegenden Abhandlung ein Bei- 
spiel fiir die Anwendung der Methode geben, und zwar zur Be- 
handlung eines Problems, das sowohl enzymchemischer wie 
pflanzenphysiologischer Art ist: die Peptidaseverteilung in der 
keimenden Gerste. Zugleich wollen wir einige hieran sich kniipfende 
Fragen besprechen, die die Anpassung der Versuchstechnik an die 
Erfordernisse einer solchen Untersuchung betreffen und die zum 
Teil von recht prinzipieller Art sind. 





*) Wird gleichzeitig hiermit in danischer und englischer Sprache in 
den Comptes-rend. du Laboratoire Carlsberg veréffentlicht. 

**) Uber die Bestimmung kleiner enzymatischer Spaltungen, Diese Z. 
201, 9 (1931). 
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Peptidasen finden sich im keimenden Gerstenkorn im Blatt- 
keime*), dem Scutellum und dem unmittelbar damit verbundenen 
Gewebe, und den Primordialwurzeln. Der Rest des Korneg ist 
so gut wie peptidasefrei. Es liegt nahe anzunehmen, da8 die Wirk- 
samkeit der Peptidasen im Scutellum, das an die Nahrstoffreserven 
des Kornes im Endosperm und der dieses umschlieBenden Zell- 
schicht angrenzt, abbauender Art sei. Bei den itibrigen peptidase- 
fiihrenden Organen des Malzkornes ist jedoch deren Funktion nicht 
ohne weiteres klar; am ehesten scheint es noch plausibel, daB die 
Peptidasefunktion in diesen stark wachsenden Organen an den 
Wachstumsvorgang gekniipft und am Aufbau der ZelleiweiBstoffe 
beteiligt sei. Von einem Vergleich der Wachstumsintensitaét der 
verschiedenen Organbezirke mit deren Peptidaseaktivitaét war ein 
Aufschlu8 iiber die Berechtigung dieser Vermutung zu erhoffen, 
und wir haben uns, da die Frage des Zusammenhanges zwischen 
enzymatischer Aktivitét und dem Wachstum lebender Organismen 
unseres Wissens bisher nur wenig bearbeitet wurde, die Aufgabe 
gestellt, zu untersuchen, ob bei den Gerstenkeimlingen eine solche 
Verkniipfung zwischen der GréBe der Peptidasewirkung und der 
Wuchsintensitaét bestimmter Organteile nachgewiesen werden 
kénne. Wir sind uns dariiber im klaren, daB sich dieses Problem 
méglicherweise auch an gréBeren Untersuchungsobjekten und mit 
einer gréberen Versuchstechnik studieren lassen kénne, meinen 
aber andererseits, daB die kleinen Objekte mit ihrem histologisch 
weniger differenzierten Aufbau viel vor den gréBeren voraus 
haben und die Hoffnung berechtigen, durch Mikrountersuchungen 
das Problem in seiner einfachsten Form zu fassen. 

Fiir unsere Zwecke sind die Wurzeln besonders geeignet. 
Wie bekannt, geht deren Wachstum von einem Initialpunkt aus, 
der sich in der Wurzelspitze unmittelbar unter der Wurzelhaube 
vorfindet. Hier vollzieht sich die Zellteilung und in der daran 
anschlieBenden Zone (in der Richtung von der Spitze zur Basis 
gerechnet) geht das GréBenwachstum der bei der Teilung gebildeten 
Zellen vor sich, das das Lingenwachstum der ganzen Wurzel 
bestimmt. Dieses Laingenwachstum wiederum hat ein Optimum 
innerhalb der Zone, in der es sich abspielt, und fir den iibrigen — 
gréBten — Teil der Wurzel bis zu deren Basis hin muB man an- 
nehmen, da8 dort die in der Wuchszone ausgewachsenen Zellen 


*) Mit ,,Blattkeim“ bezeichnen wir hier und im folgenden die Coleoptile 
und das von dieser umschlossene erste Laubblatt. 
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gur Ruhe fallen in Erfillung ihrer speziellen Funktionen, mit 
Ausnahme der aéuBersten Zellschicht, von der aus die Wurzelhaare 
gebildet werden. Besteht nun ein Zusammenhang zwischen der 
Intensitét des Wurzelwachstums und der Peptidaseaktivitat, so 
sollte sich dieser durch ungleiche Verteilung der Peptidase entlang 
der Liangsachse der Wurzel zu erkennen geben, so zwar, daB die 
enzymatische Wirksamkeit der Wurzelspitze die des ruhenden 
Wurzelabschnitts iibertreffen sollte. 

Bei unseren Untersuchungen, die im folgenden Abschnitt 
naher beschrieben werden, haben wir nun in der Tat derartige 
Verhaltnisse angetroffen. In Fig.1 ist einer unserer Versuche 























Fig. 1. Peptidaseverteilung in der Primordialwurzel. 
I. Aktivitét der Alanylglycinspaltung. II. Aktivitét der Leucylglycinspaltung. 
III. Verhaltnis der beiden Aktivitaten. 


aber die Spaltung des Dipeptides Alanylglycin mit 200 w dicken 
Wurzelschnitten dargestellt. Die Ordinate ist die enzymatische 
Aktivitat, die Abszisse der Abstand des Schnittes von der Wurzel- 
spitze in Millimetern. Uber der Kurve ist schematisch eine Wurzel 
mit Haube und Initialpunkt V im selben Ma8stab gezeichnet. 
Alle Angaben iiber die Ausfihrung der Bestimmung finden sich 
im experimentellen Teil dieser Arbeit. Aus der Figur geht hervor, 
daB die Peptidase- (Dipeptidase-) Aktivitéit ein Maximum in einem 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIV. 2 
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Abstand von etwa 0,8 mm von der Wurzelspitze hat, also etwa 
0,4 mm gegen den Initialpunkt verschoben. 

Die Lage dieses Maximums, das ausnahmslos in allen Ver- 
suchen scharf und deutlich auftritt, ist sehr konstant. Wir ziehen 
auf Grund des oben dargestellten Gedankenganges aus diesen 
Versuchsergebnissen den Schlu8: 1. daB die Peptidaseaktivitaét an 
das Wachstum der Wurzel gekniipft ist, und 2. daB es das Lingen- 
wachstum der Zellen und nicht der Zellteilungsvorgang ist, durch 
das sie bedingt wird (oder das sie bedingt). Ein sicherer Nachweis 
einer mit einer sichtbaren Wurzelhaarbildung verbundenen Steige- 
rung der Enzymwirkung ist uns trotz zahlreicher Versuche nicht 
geglickt, und wir glauben, daB kein solcher Zusammenhang 
zwischen den beiden Phaénomenen besteht, zumindest nicht in 
irgendwie bedeutenderem Ausma8. Zur Loésung der Frage nach 
dem Ursprung und der Regelung der enzymatischen Aktivitat 
tragen unsere Versuche nur wenig bei, doch soll erwahnt werden, 
daB wir keinerlei Anzeichen fiir eine von der Wurzelspitze oder 
dem Keime ausgehende hormonale Aktivierung gefunden haben. 
Schneidet man die Wurzelspitze ab, so beobachtet man im Laufe 
von 24 Stunden eine Liangenzunahme der Wurzel, es ist aber 
keine Anderung der Enzymverteilung und -Aktivitaét im dekapi- 
tierten Stiick nachzuweisen. Wird durch Abschneiden der Wurzel 
an der Basis die Verbindung mit dem Korn unterbrochen, so wird 
zwar das Lingenwachstum vollstindig gehemmt, doch tritt im 
Lauf von 24 Stunden kein Fall der enzymatischen Aktivitat des 
abgeschnittenen Stiickes ein. Jedenfalls sind aber unsere dies- 
beziiglichen Versuche nicht umfassend genug, um die Frage mit 
Sicherheit beantworten zu kénnen. 

Resultate, die in enzymchemischer Hinsicht ein gewisses 
Interesse haben, fanden wir beim Vergleich der Spaltungswirkung 
von Malzwurzeln auf die beiden Peptide Alanylglycin und Leucyl- 
glycin. Man erhalt bei der Untersuchung der Spaltung des letzt- 
erwahnten Peptides mit Wurzelschnitten in verschiedenen Ab- 
stiinden von der Spitze eine Verteilungskurve (Fig. 1, Kurve II), 
die in der Hauptsache mit der fiir Alanylglycin gefundenen (Fig. 1, 
Kurve I) analog ist. Die Unterschiede zwischen den beiden Ver- 
teilungskurven bestehen darin, 1. da die Spaltungsgeschwindigkeit 
fiir Leucylglycin iiberall bedeutend geringer ist als die fiir Alanyl- 
glycin, und 2. daB es sich im besonderen zeigt, daB die Leucyl- 
glycinspaltungswirkung des ruhenden Wurzelabschnittes in vielen 
Fallen sehr nahe gleich Null ist, so daB das Verhaltnis zwischen 
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den Spaltungsgeschwindigkeiten von Alanylglycin und Leucy]l- 
glycin bedeutend ansteigt, wenn man von der Spitze der Wurzel 
gegen die Basis vorriickt: Dieses Phainomen, dessen funktionelle 
Bedeutung fiir das Wurzelwachstum wir nicht erkliren kénnen, 
hat doch in anderer Hinsicht ein gewisses Interesse, indem es 
nach unserer Meinung eine ausgezeichnete Stiitze fiir die Auf- 
fassung (2), (3), (4), (5) abgibt, daB im Enzymkomplex des Malzes 
zwei voneinander unabhingige enzymatische Komponenten von 
Dipeptidasecharakter auftreten — ob man nun der Meinung ist, 
daB es sich um zwei ,,wirkliche Enzyme“ oder ein Enzym und zwei 
,,Aktivatoren“ oder ,,Paralysatoren“ handle, Alternativen, zwischen 
denen man nach dem augenblicklichen Stand der Dinge wohl nur 
rein hypothetisch waihlen kann. Fundamental scheint uns, daB der 
Organismus, in dem diese katalytischen Prozesse sich abspielen, 
das erwahnte Geschwindigkeitsverhaltnis funktionell variieren kann. 
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Abstand von der Keimblattspitze in mm. 


Fig. 2. Peptidaseverteilung im Blattkeim. 
I, II und III dieselben Bezeichnungen wie in Fig. 1. 


Ganz anders und in Ubereinstimmung mit den hier herrschen- 
den Wachstumsverhaltnissen, die durch das Fehlen eines Initial- 
punktes und einer begrenzten Wuchszone charakterisiert sind, 
variiert die Peptidaseaktivitét des Blattkeimes*) von der Spitze 
zur Basis. Wir haben hieriiber nur wenige Versuche zum Vergleich 
mit den entsprechenden Verhaltnissen in der Wurzel ausgefiihrt. 
Diese zeigen einen praktisch konstanten Enzymgehalt von der 
Spitze des Blattkeimes bis zu dessen Basis (Fig. 2). Das Scutellum 
und den Rest des Keimes haben wir, abgesehen von einigen grob 
orientierenden Vorversuchen, die eine sehr betrachtliche Peptidase- 
aktivitét ergaben, aus versuchstechnischen Griinden (vgl. den 
experimentellen Teil) vorliufig nicht naher untersucht. 





*) Vgl. Anmerkung **) auf S. 15. 


9* 
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Prof. Dr. §. P.L.Se@erensen danken wir herzlich fiir das 
Interesse, das er dieser Arbeit erwiesen hat. Ebenso wiinschen 
wir Dr. Niels Nielsen unsern Dank fiir seine wertvollen Rat- 
schlige in pflanzenphysiologischen Fragen abzustatten. 


Experimenteller Teil. 


A. Herstellung des Malzes. 


Alles bei diesen Untersuchungen verwendete Malz wurde aus 
Bindergerste gewonnen. Fiir die ersten orientierenden Versuche 
wurde uns das Malz fertig von den Carlsberg-Brauereien zur Ver- 
fiigung gestellt, dank der Liebenswiirdigkeit des Herrn Betriebs- 
inspektors Termansen, dem wir hiermit unseren besten Dank 
aussprechen. Fiir die spiteren Versuche bereiteten wir uns das 
Malz selbst, und zwar auf folgende Weise: 

In einem gut geschlossenen Luftthermostaten, der mit Hilfe 
einer Kiihlkappe auf einer Temperatur von 138—15° gehalten 
wurde, brachten wir ein galvanisiertes Eisendrahtnetz an, dessen 
Maschen in ihrer Weite so abgepaBt waren, daB die zur Keimung 
kommenden Gerstenkérner mit ihrer Langsachse lotrecht und dem 
Keim nach unten gewendet in die Maschen eingesetzt werden 
konnten. 5 cm unter diesem Drahtnetz wurde ein zweites an- 
gebracht, das mit einer an zahlreichen Stellen durchlécherten Lage 
von feuchtem Filtrierpapier bedeckt war, und 5cm iiber dem 
ersten Drahtnetz befand sich ein drittes, ebenfalls mit feuchtem 
Filtrierpapier bedeckt. Unmittelbar unter dem untersten Netz 
stand ein groBer flacher Wasserbehalter, durch den ein kraftiger 
Luftstrom perlte, der von der Decke des Thermostaten weg wieder 
abgeleitet wurde. Nachdem die Gerstenkérner 48 Stunden lang bei 
18—15° gewissert worden waren (Wasserwechsel alle 12 Stunden), 
wurden sie wie oben beschrieben, in das Drahtnetz eingesetzt und 
keimten dort die gewiinschte Anzahl von Tagen. Die unter diesen 
Verhaltnissen gebildeten Wurzeln zeichneten sich durch groBe 
RegelmaBigkeit aus, eine wichtige Bedingung fiir ihre Brauchbar- 
keit zu unseren Versuchen. Sie waren glatt, hatten wenige Wurzel- 
haare in dem ersten zentimeterlangen Abschnitt hinter der Wurzel- 
spitze, und ihre Dicke variierte vom Ansatzpunkt der Wurzel- 
haube bis zur Basis der Wurzel nur wenig und war auch sehr nahe 
gleich bei den verschiedenen Wurzeln. Dagegen war die Saft- 
spannung in den duBersten 1,5 mm der Wurzel bedeutend gréBer 
als im tibrigen Teil. Die Malztemperatur soll so genau wie méglich 
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eingehalten werden, da wir eine wesentliche Steigerung des Wurzel- 
haarwachstums bei einer 1—2° héheren Temperatur beobachtet 
zu haben glauben. Auch die Blattkeime entwickelten sich un- 
gemein regelmafig, aber deren Dimensionen variieren stark mit 
dem Keimungsstadium. 


B. Die Untersuchungsmethodik. 


1. Die Probenahme. 


Da wir uns in dieser Arbeit nur mit Untersuchungen von 
Objekten mit einer ausgeprigten Lingenerstreckung, niémlich 
Wurzeln und Blattkeimen, beschaftigen, soll hier nur die bei diesen 
Objekten angewendete Probenahmemethode beschrieben werden. 

Bei der Herstellung gréBerer Wurzelschnitte von 1 mm Dicke 
und dariiber haben wir die Zerteilung einfach mit Hilfe eines 
femen Skalpells und eines Objektmikrometers unter dem Pripa- 
riermikroskop vorgenommen. Die Genauigkeit der Schnittdimen- 
sionen ist bei dieser Vorgangsweise auf etwa 0,05 mm zu ver- 
anschlagen. Bei geringeren Schnittdicken bedienten wir uns 
dagegen der folgenden Mikrotomtechnik : 

Ein kleines Platinschiffehen von der Form eines Parallel- 
epipeds mit den Dimensionen 4 x 4 x 18mm (das Preglsche 
Mikroverbrennungsschiffchen ist ausgezeichnet verwendbar) wurde 
zur Halfte mit niedrig schmelzendem Paraffin gefillt. Unmittelbar 
nach dem Erstarren des Paraffins (zu langes Warten ist hier nicht 
zu empfehlen, da sich sonst der Paraffinblock unter dem Mikrotom 
leicht teilt) wird das Objekt mit der Langsachse parallel zur Langs- 
achse des Schiffchens auf das Paraffin gelegt und das Schiffchen 
sodann ganz mit Paraffin gefiillt. Es ist wichtig, daB das Paraffin 
hierbei nicht zu warm ist, da sonst das Untersuchungsobjekt 
eventuell Schaden leidet. Der nach dem vollstindigen Erharten 
des Paraffins aus dem Schiffehen gehobene lingliche Paraffin- 
block wird dann mit lotrechter Lingsachse (Wurzelspitze oben) 
auf den Objekttisch eines Sartorius-Schwingmikrotomes auf- 
geschmolzen und auf allen Seiten reichlich mit Paraffin gestiitzt. 
Da unser Mikrotom keine automatische Regulierung der Schnitt- 
dicke fiir Schnitte tber 40 w besaB, halfen wir uns bei der Her- 
stellung von 100 und 200-u-Schnitten, die 1/, bzw. 1/, Umdrehung 
der Mikrotomschraube entsprachen, mit einer festsitzenden ein- 
geteilten Pappscheibe, die so iiber dem Handgriff der Schraube 
angebracht war, daB dessen Stellung im Verhiltnis zu den Marken 
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der Pappscheibe mit geniigender Genauigkeit abgelesen werden 
konnte. Bei Betrachtung der so gewonnenen Paraffinschnitte im 
Praipariermikroskop sieht man den Objektschnitt in einem Loch 
der Paraffinscheibe, das er, wenn das Objekt ein Blattkeim oder 
die auBerste, prall mit Zellsubstanz gefiillte Wurzelspitze war, 
ganz ausfillt. Stammt der Schnitt vom mittleren oder innersten 
Teil der Wurzel, wo diese weicher und mehr von GefaBen erfillt 
ist, so sitzt der Schnitt leicht flachgedriickt in der einen Seite des 
Paraffinloches. Fihrt man bei der Anfertigung des Schnittes das 
Messer sehr rasch, so kann man dieses Flachdriicken bedeutend 
vermindern. — Der Objektschnitt wird sodann aus der ihn um- 
schlieBenden Paraffinscheibe unter dem Prapariermikroskop mit 
einer feinen, an der Spitze plangeschliffenen Prapariernadel ent- 
fernt und direkt in den Glycerintropfen des ReaktionsgefiBes 
[vgl. (1) und weiter unten] wberfiihrt. Die Ausfiihrung der ver- 
schiedenen Handgriffe erfordert ziemlich viel Ubung. Die Schnitte 
miissen so rasch wie moglich aufeinanderfolgen, um ein Kin- 
trocknen der Schnittflachen im Blocke und den schon geschnittenen 
Proben zu vermeiden. Die Schnelligkeit, mit der die Schnitte an- 
gefertigt werden kénnen, wird durch die Zeit, die das Ausprapa- 
rieren des Schnittes und dessen Uberfiihrung ins ReaktionsgefaB 
beansprucht, begrenzt, aber es ist doch bei ausreichender Ubung 
einem einzelnen Experimentator méglich, einen Schnitt in etwa 
11/, Minuten zu schneiden, auszupraparieren und ins Reaktions- 
gefiB zu iibertragen. 


2. Die Ausfihrung der enzymatischen Untersuchung. 


Da die analytische Mikrobestimmung kleiner enzymatischer 
Spaltungen in der ersten Abhandlung dieser Reihe ausfihrlich 
beschrieben worden ist, wollen wir hier nicht naher auf diese Seite 
der Sache eingehen, sondern nur einen kurzen Abri8 des Versuchs- 
ganges bei der Untersuchung der Peptidaseaktivitét der in der 
oben beschriebenen Weise hergestellten Organschnitte geben. In 
eines der friiher besprochenen (1) ReaktionsgeféBe (Inhalt 250 cmm) 
werden 7,89 cmm 80°/,iges Glycerin abpipettiert, nach 4/, Stunde 
werden hierzu 6,78 cmm Substratlésung (Peptidlésung, vgl. unten) 
gesetzt und mit eimem der von uns beschriebenen Rihrer um- 
geriihrt. Sollte der Versuch dazu dienen, die enzymatische Aktivi- 
tit, d.h. den Zuwachs an Aminogruppen (1) zu bestimmen, den der 
Organschnitt unter den Versuchsbedingungen hervorruft (,,Spal- 
tungsversuch‘'), wird das GefiB darauf in einen Thermostaten 
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von 40° gesenkt. Nach Verlauf der gewiinschten Reaktionszeit 
wird die Reaktion sistiert durch Zusatz von 85 cmm n/20-alko- 
holischer Salzséure, d.h. dem Hauptteil der zur Titration der 
Aminogruppen des Reaktionsgemisches erforderlichen Menge. 
Sollte der Versuch dagegen zur Bestimmung des Kigenverbrauches 
des Organschnittes und der Peptidlésung vor der Spaltung dienen 
(,, Nullversuch*), so wurden gleich nach dem Umrihren 85 cmm 
n/20-Salzséure zugesetzt. Die auf diese Weise sistierten Lésungen 
kénnen vor der endgiiltigen Titration [vgl. (1)] mehrere Stunden 
stehen bleiben, so daB diese zur fiir den Experimentator bequemsten 
Zeit ausgefiihrt werden kann. 


Die Substratlésungen von Alanylglycin und Leucylglycin 
waren 0,18-molar in bezug auf das Peptid und hatten ein px von 
7,8, eingestellt durch Zusatz von Natronlauge. Puffer wurde 
nicht zugefiigt, weil wir bei den meisten unserer Versuche die 
Reaktionszeit so abpa8ten, daB mehr als 75°/, der in der Substrat- 
lésung vorhandenen Peptidmenge intakt blieben und somit die 
EKigenpufferung des Substrates ausreichend war. Die Konzentra- 
tion (0,18-molar) wurde auf Grund der Schwerldslichkeit des 
Leucylglycins gewahlt, da eine 0,2 molare [vgl. (1)] Lésung dieses 
Peptids unter den Versuchsbedingungen nahezu gesittigt und 
daher die Gefahr fiir ein Auskrystallisieren wahrend des Ab- 
pipettierens [vgl. (1)] groB ist. 

Im folgenden bedeutet x (x4, oder 2,,) den Zuwachs an 
Aminogruppen per Organschnitt, ausgedriickt in Kubikmillimetern 
n/20-HCl, und K den Eigenverbrauch des Organschnittes an 
n/20-HCl in Kubikmillimetern. Der Eigenverbrauch des Substrates 
ist in allen Tabellen subtrahiert worden. 


8. Kritik der beschriebenen Methodik. 


Wir haben schon friher in Kiirze auf die Schwierigkeiten 
aufmerksam gemacht, die bei einer Untersuchung von der Art der 
vorliegenden auftreten. Sie sind zum Teil an die Probenahme und 
GréBenbestimmung der Organteile, deren enzymatische Wirkung 
man untersuchen will, geknipft, zum anderen Teil an das Zustande- 
bringen einer Wechselwirkung zwischen den in den Zellen des 
Organes vorhandenen Enzymen und dem zur Untersuchung vor- 
liegenden Substrat. Die ernsteste von diesen Schwierigkeiten ist 
zweifellos die einer rationellen Probenahme. Wahrend wir, was 
deren Genauigkeit betrifft, auf die spiter folgenden Tabellen 
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und Kurven verweisen, wollen wir hier die folgende, mehr prin- 
zipielle Frage besprechen. 

Wenn man auch mit Hilfe der von uns verwendeten Mikro- 
tomtechnik Organschnitte (z. B. also Wurzelschnitte) von gleicher 
Dicke mit recht groBer Genauigkeit und ohne wesentlichen Ver- 
lust an Zellsaft und Zellteilen erhalten kann, so ist es doch nicht 
zu umgehen, da8B die GroéBe der Schnitte, gemessen z. B. mit deren 
Volumen oder Gewicht oder Protoplasmainhalt oder Zellanzahl, 
lings der Wurzel variiert. Da die Schnitte, mit denen wir im all- 
gemeinen gearbeitet haben (Dicke 200 ), nur etwa 0,01 mg wiegen, 
ist es klar, daB man nicht mit irgendwie diskutabler Genauigkeit 
die ,,Konzentration der Enzymaktivitat‘‘, d. h. also die GréBe der 
Aktivitaét per Volumen- oder Gewichtseinheit oder Einheit der 
Protoplasmamenge bestimmen kann. Was wir dagegen quanti- 
tativ zu bestimmen imstande sind, ist die Aktivitét per Wurzel- 
stiick oder Lingeneinheit der Objektachse, eine GréBe, die natiir- 
lich ebenfalls von Interesse ist, wenn sie auch nicht mit der In- 
tensitat der enzymatischen Wirksamkeit in den Zellen der einzelnen 
Organschnitte unmittelbar zusammenzuhingen braucht. Wir 
haben uns in den meisten Fallen darauf beschranken miissen, 
diese GréBe zu bestimmen, sind uns aber dariiber im klaren, daB 
unsere Resultate durch eine gleichzeitige Messung des Gewichtes 
oder dergleichen der Organschnitte wesentlich befriedigender 
gestaltet werden kénnten. Um eine Schitzung der Variation 
in den angefiihrten MaBen der Schnittgré8e lings einer Malzwurzel 


04 
é | 

| eae 

03-0 + _— t 

o 4 

rs) 


01 -—-——____++- __———__+-_________ 

















o 
9) 























cmm n/20-HCl. 








0 25 5 75 10 12.5 15 175 20 
Abstand von der Wurzelspitze in mm. 


Fig. 3. Eigenverbrauch an n/20-HCI fiir 200-«-Wurzelschnitte (vgl. Tab. 2). 


Tabelle 1. 
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Tabelle 2. 


Berechnung des Eigenverbrauches von 200-u-Wurzelschnitten. 
Die Zahlen sind den Tabellen 10 und 11A und B entnommen und entsprechen 
den Kurvenpunkten der Fig. 3. 





Eigenverbrauch per 200--Wurzelschnitt 
Abstand von der in cmm n/20-HClL. ‘Diendinet 
Wurzelspitze in mm . 
aus Tab. 11A | aus Tab. niall aus Tab. 10 
0,63 -- — 0,301 
0,65 0,363 - ~- 
1,88 —- 0,237 -— 
3,13 — — 0,246 
3,25 0,218 — — 
4,38 — 0,208 ~- 
5,63 -— —- 0,343 
5,85 0,178 -— aa 
6,88 — 0,186 — 
8,13 os ~- 0,188 
8,45 0,188 ~— -— 
9,38 — 0,176 -— 
10,63 _- -- 0,181 
11,05 0,175 — - 
11,88 — 0,157 
13,13 — -— 0,129 
13,65 0,148 ~- -—— 
14,38 -- | 0,163 = 
15,63 ~~. 0,154 
16,25 0,209 = — 
18,13 — -— 0,145 
25,63 -— -— 0,129 








zu ermoglichen, wollen wir die folgenden Bestimmungen des Eigen- 
verbrauches der Wurzelschnitte an n/20-HCl als MaB fir die in 
ihnen enthaltene Stoffmenge angeben (Fig. 3) und zum Vergleich 
damit einige mit dem Objektmikrometer ausgefiihrte Dicken- 
messungen einer Wurzel anfiihren (Tab. 1). Wie man sieht, varuert 
die Dicke der Wurzel nicht meSbar von der Spitze zur Basis, 
wahrend die Titrationswerte der Spitzenschnitte bedeutend gréBer 
sind, was damit zusammenhiangt, daB die Anzahl der Zellen per 
Volumeinheit und auch deren Protoplasmainhalt gréB8er ist (vgl. 
§. 20 u. 35). Bei der Beurteilung der folgenden Resultate wird 
die Kurve der Fig. 3 eine gewisse Bedeutung haben (vgl. z. B. 8. 28), 
doch soll schon hier bemerkt werden, daB die von uns gefundenen 
Kurven fiir die enzymatische Aktivitét bei weitem nicht durch 
eine ungleiche Verteilung von Zellen mit gleicher Enzymaktivitat 
erklirt werden kénnen (vgl. die Einleitung). 

Was den Blattkeim betrifft, so sieht man in Fig. 4, daB sowohl! 
das Volumen der Schnitte wie deren Eigenverbrauch von der 
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Spitze nach der Basis zu stark ansteigt. Wie spiter gezeigt werden 
wird, variiert die enzymatische Aktivitit per Einheit des Schnitt- 
volumens oder der durch den Eigenverbrauch bestimmten Stoff- 
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Fig. 4. Untersuchung des Blattkeimes. 
Kurve I. Schnittvolumen von 200 « Schnitten. 
Kurve II. Eigenverbrauch an n/20-HCl per 200-u-Schnitt (vgl. Tab. 23 und Fig. 25) 


menge nur wenig im Gegensatz zu den bei den Wurzeln angetroffe- 
nen Verhialtnissen (vgl. 8. 50). 

Was die andere Schwierigkeit angeht, die die Wechselwirkung 
zwischen den Enzymen der Organschnitte und der Substratlésung 
betrifft, so sind hier 2 Méglichkeiten zu erwigen. Teils kann es, 
wenn der Enzyminhalt der untersuchten Organpartie nicht waihrend 
der Digestion mit Glycerin oder wahrend der Reaktion selbst aus 
dem Gewebe freigemacht wird, zweifelhaft sein, ob die Diffusion 
des gleichmaBig tiber einen Tropfen von etwa 14 cmm (vgl. 8. 22) 
verteilten Substrates zu dem an einem einzelnen Punkte des 
Tropfens liegenden Organstiick, dessen Kigenvolum bei unseren 
Versuchen von 0,008—0,24 cmm variierte, geniigend rasch ist im 
Vergleich zur beobachteten Spaltungsgeschwindigkeit, so daB man 
damit rechnen kann, daB wihrend der ganzen Reaktion die Sub- 
stratverteilung durch den Tropfen gleichmaBig bleibt. Teils ist es 
méglich und von vornherein recht wahrscheinlich, da8B die Dif- 
fusionsgeschwindigkeit des Substrates oder der Spaltungsprodukte 
durch die Zellwande des Organstiickes so langsam ist, daB sie die 
Spaltungsgeschwindigkeit mitbestimmt. Was die erste Seite der 
Sache angeht, so zeigt eine Betrachtung der im Lauf der Reaktion 
eintretenden Verainderungen des Systems, daf der Konzentrations- 
gradient, den die im Organstiick vor sich gehende Spaltung im 
umgebenden Tropfen hervorrufen kann, kaum wesentlich ist. 
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Wir betrachten zum Beispiel das folgende grobe Bild: Ein Wurzel- 
schnitt von 200 4 Dicke und 0,3 mm Durchmesser hat ein Volumen von 
1,41 x 10-* ccm, was dem Volumen einer kleinen Kugel vom Radius 0,015 cm 
entspricht. Denkt man sich diese im Mittelpunkt eines kugelférmigen Tropfens 
Substratlésung mit einem Radius von 0,17 cm (entsprechend einem Volumen 
von 14 cmm), nimmt man an, daB im Laufe von 5 Stunden (0,208 Tage) eine 
6 cmm n/20-HCl entsprechende Spaltung eintritt (vgl. die Figuren S. 39—41), 
d. h. also entsprechend 3 x 10-7 Mol. Alanylglycin, nimmt man ferner an, 
da8 der Zustand stationar ist, so gibt das erste Ficksche Gesetz fiir den 
Konzentrationsgradienten im Abstand r cm vom Zentrum der Kugel 


ds dc 
ae oc pt 
qi D:4ar - 
(D = Diffusionskoeffizient, qcem/Tage, 
8 = Stofftransport pro qcm, 
c = Konzentration in Mol per ccm, 
t = Zeit in Tagen) 


- 10-7 
was beim Einsetzen von Lo = ki i und D = 0,5 (D des Rohrzuckers) 
als einen wahrscheinlichen Wert fiir den Diffusionskoeffizienten, ergibt 

c = 2,4-10-7 = dr 
r 


Daraus berechnet sich die Differenz A c zwischen der Konzentration an 
der Oberfliche des Substrattropfens und der des Wurzelstiickes zu 
Ac=1,4 x 10°. 


Da die Konzentration des spaltbaren optischen Isomeren im Alanyl- 
glycin 0,045 x 10-% Mol per ccm (vgl. S. 23) betragt, d. h. also 4,5 x 107, ist 
somit unter den gegebenen Bedingungen die Konzentration an der Oberflache 
des Wurzelstiickes 3,1 x 10-5, wenn sie an der des Substrattropfens 4,5 x 10-5 
ist. Da die hier angegebene Berechnungsweise fiir den ungiinstigsten Fall gilt, 
so besteht kaum ein Grund, aus dieser Quelle stammende Schwierigkeiten 
zu fiirchten, zumal auBerdem der Dichtenunterschied zwischen den Léisungen 
des ungespaltenen und des gespaltenen Alanylglycins weiterhin zur Be- 
schleunigung des Konzentrationsausgleiches beitragt. 


Was die andere Seite der Sache betrifft, so zeigen die Kontroll- 
versuche, die wir nun kurz besprechen wollen, da8B die Spaltung 
praktisch gesprochen unabhingig von der Diffusionsgeschwindig- 
keit des Substrates und der Spaltprodukte durch die Zellwandungen 
verlauft. 

Einer der ersten von uns angestellten Versuche iiber die enzy- 
matische Aktivitét einer Malzwurzel ist in Fig. 5 wiedergegeben 
(die hierzu gehérigen Zahlen findet man in Tab. 3). Wir schnitten 
eine 7,2 mm lange Wurzel in 6 Stiicke zu je 1,2 mm und unter- 
suchten die Alanylglycinspaltung dieser Stiicke in einer Ver- 
dauungszeit von 2 Stunden bei 40°. Da nur eines der Wurzel- 
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Tabelle 38. 


Brauereimalz, 9tagige Maélzung. Wurzel 7,2 mm lang, geteilt in 6 Schnittc 
4 1,20mm. Spaltungszeit 2 Stunden. 








X 4G 


Schnitt 
waar emm n/20-HCl 














7,0 
4,8 
Kontrolle 


1,0 
0,6 


> OU GS DO = 





stiicke (Nr. 4) zur Bestimmung des Higenverbrauches an Salz- 
siure verwendet wurde, ist hierbei keine Riicksicht auf die Varia- 
tion dieses EKigenverbrauches lings der Wurzel genommen worden; 
durch Beriicksichtigung der Fig.3 kann der damit begangene 
Fehler geschatzt werden. Man ersieht aus der Kurve der Fig. 5, 
da8 sich in der ganzen Wurzel eine deutliche enzymatische Aktivitat 
feststellen 14Bt, und daB diese Aktivitét gegen die Wurzelspitze 
hin stark ansteigt. Um uns dessen zu versichern, daB die ge- 
messenen Spaltungen wirklich dem Alanylglycin und nicht einer 
Autolyse des Wurzelgewebes zuzuschreiben seien, setzten wir einen 
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entsprechenden Versuch an, in welchem wir an Stelle von Alanyl- 
glycin eine aquimolekulare Mischung von Alanin und Glykokoll 
der Einwirkung der Wurzelstiicke unterwarfen. Die Bestimmung 
wurde in der Weise vorgenommen, da eine Wurzel in 8 Schnitte 
geteilt und wie gewohnlich in Glycerin und die Mischung der 
Aminosiuren eingetragen wurden. Wahrend die Versuchsgemische 
mit den Schnitten 1, 8, 5 und 7 (von der Spitze gerechnet) gleich 
titriert wurden, lieB man die Schnitte 2, 4, 6 und 8 2 Stunden 
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lang bei 40° auf das Reaktionsgemisch einwirken. Die Resultate 
sind in Fig. 6 und Tab. 4 wiedergegeben, welche deutlich zeigen, 
daB eine Einwirkung der Wurzelstiicke auf Alanin + Glyko- 
koll nicht nachweisbar ist. Es ist somit auBer Zweifel, daB 
die beobachteten Spaltungen der Hydrolyse des Alanylglycins 
zuzuschreiben sind. 


Tabelle 4. 


Kontrollversuch iiber die Einwirkung der Wurzelschnitte auf eine aquimolare 
Mischung von Alanin und Glykokoll. Brauereimalz, 9tagige Malzung. Wurzel- 
schnitte 4 1,2mm. Reaktionszeit 2 Stunden. 








X+K K 


Schnittnummer emm n/20-HCl emm n/20-HClI 
1 — 1,7 
2 2.2 — 
3 —- 2,0 
4 1,5 — 
5 — 1,4 
6 1,0 —_— 
7 — 0,6 
8 0,8 — 








Der nachste von uns ausgefiihrte Versuch drehte sich um die 
Frage der Enzymverteilung zwischen Wurzelstiick und der es 
umgebenden Substratlésung. Wir schnitten die éuBersten 4,8 mm 
einer Wurzel ab und teilten dieses Stiick in vier gleich groBe Teile. 
In Fig. 7 sind die Teile von der Spitze einwarts mit den Nummern 1 
bis 4 versehen. Mit allen vieren setzten wir Spaltungsversuche in 
der gewohnlichen Weise an, doch wurde nur bei den Nummern 2 
und 4 die Reaktion nach Verlauf von 2 Stunden unterbrochen 
und die Spaltung bestimmt. Bei den Versuchen 1 und 3 entnahmen 
wir nach 2 Stunden dem Reaktionsgemisch die Wurzelstiicke mit 
einer feinen Glasnadel, spiilten sie griindlich mit Wasser und iiber- 
fihrten sie in zwei neue ReaktionsgefiBe mit Glycerin und Sub- 
strat. Nach einer abermaligen Verdauung durch 2 Stunden bei 
40° wurde nunmehr mit Siure sistiert und die eingetretene Spal- 
tung bestimmt. Wir fanden fir diese neue Spaltung Werte, die 
zusammen mit den Resultaten der Versuche 2 und 4 auf der Kurve 
der Fig. 7 abgesetzt sind. Man ersieht aus dem gleichmiafigen 
Anstieg dieser Kurve, daB das Enzym nicht in nachweisbarem 
Ma8 durch Substrat oder Glycerin aus dem Wurzelstiick extrahiert 
wird, und daB es anscheinend nach 2stiindiger Wirksamkeit seine 
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volle Aktivitaét entfaltet, wenn es in eine neue Substratlésung 
uberfiihrt wird. 


Tabelle 5. 


Untersuchung iiber die Extraktion des Enzyms durch die Substratlésung. 
Brauereimalz, 9tagige Malzung. Wurzelschnitte 4 1.2mm. Spaltungszeit 
2 Stunden. 








X 
emm n/20-HCl 


Schnittnummer 





Hh GO bS 
wows] 
Oo m= bo 


Wenn nun also das Enzym in der Wurzel verbleibt, so muB 
die Frage nach der Diffusion des Substrates durch die Zellwainde 
gelést werden. Wir teilten zu diesem Zweck eine 12 mm lange 
Wurzel in zehn gleich groBe Teile, die auf Fig. 8 von der Spitze 
einwarts mit 1—10 numeriert sind. Die Stiicke 5 und 6 wurden 
zur Nullwertsbestimmung verwendet. Die Stiicke 2, 4, 6, 8 und 10 
wurden wie friiher untersucht, wahrend Nr. 1, 8, 5, 7 und 9 nach 
der Uberfiihrung in den Glycerintropfen mit einem feinen Skalpell 
in etwa je 10 Stiicke zerteilt wurden. Die Spaltung wurde bei 
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beiden Gruppen wie friiher nach 2 Stunden bei 40° bestimmt (Tab. 6). 
5 und 6 gaben den gleichen Nullwert, und wie man aus der Kurve 
ersieht, die gleichmaBig ansteigt, hat die Zerteilung keinen nach- 
weisbaren EinfluB auf die Spaltungsgeschwindigkeit. Daraus und 
aus einem Vergleich mit dem in Tab. 3, Fig. 5 wiedergegebenen 
Versuch, bei welchem weder durch Zerteilung noch durch andere 
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Mittel, auBer dem Stehenlassen mit Glycerin, die Méglichkeit fiir 
einen Kontakt zwischen Enzym und Substrat zu erhéhen versucht 
wurde, geht hervor, daB bei diesem Substrat keine Gefahr dafiir 
besteht, die Spaltungswerte durch eine Verhinderung der Substrat- 
diffusion durch die Zellwinde gefalscht zu erhalten. 


Tabelle 6. 


Einflu8 der Zerkleinerung des Wurzelschnittes. Brauereimalz, 9tagige 
Malzung. Wurzelschnitte 4 1,2mm. Spaltungszeit 2 Stunden. 





























schnitt- [*4¢ + Sac] “ae Schnitt-|~4¢ + ac] *ac 
cmm cmm cmm cmm 

nummer | n/20-HC] | n/20-HCl | "™@™™°F | n/20-HC1 | n/20-HCI 
a 8,3 “ 2 7,3 - 

3 6,5 : 4 - : 

5 — 0,8 6 _ 0,9 

7 3,3 ae 8 1,9 ies 

9 1,6 _ 10 1,6 = 

















Dies sind in Kirze die Uberlegungen und Versuche, welche 
wir diesen prinzipiellen Fragen gewidmet haben. Was die rein 
versuchstechnische Seite der Sache betrifft, so wollen wir hier 


Tabelle 7. 


Brauereimalz, 9tagige Maélzung. Wurzeln 1,5cm lang. 40-u-Gefrierschnitte. 
Spaltungszeit 24 Stunden. 














A B 
Abstand des Schnitt- X 4a") Abstand des Schnitt- X 4¢*) 
mittelpunktes von der cmm mittelpunktes von der cmm 
Wurzelspitze in u n/20-HCl Wurzelspitze in yu n/20-HCl 
180 0,06 100 — 0,26 
340 1,86 180 -+- 0,90 
380 2,24 220 0,80 
500 2,34 340 0,32 
660 3,48 380 1,90 
820 0,88 580 2,50 
1060 1,42 700 4,60 
1500 0,50 980 0,88 
— _- 1260 0,12 
— a 1740 0,24 
— — 1940 0,58 
—- a 2300 0,52 














*) Bei diesen Versuchen ist der Blindwert der Schnitte so klein, daB. 
von ihm abgesehen werden kann. 
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Tabelle 8. 


Brauereimalz, 9 tagige Malzung. Wurzel 1,5 cm lang; 40-u-Paraffinschnitte. 
Spaltungszeit 24 Stunden. 











Abstand des Schnitt- 

















Abstand des Schnitt- X 4q*) X 4g") 
mittelpunktes von der cmm mittelpunktes von der cmm 
Wurzelspitze in yu n/20-HCl Wurzelspitze in u n/20-HCl 

60 0,96 1020 4.44 

100 0,80 1140 4,90 

140 2,32 1380 4,40 

260 2,70 1500 4,30 

340 5,00 1620 5,16 

500 3,24 1740 2,18 

580 8,98 1860 3,68 

820 9,16 1980 0,82 














einen einzelnen darauf beziiglichen Punkt besprechen, namlich 
den Grund dafiir, daB wir uns bei der Probenahme nicht einer 
Gefriertechnik bedient haben. Wir versuchten zuerst eine Wurzel 
in einen kleinen Eisblock einzufrieren und in diesem Zustand zu 
schneiden, haben die Methodik jedoch wieder verlassen, teils weil 
sie sich infolge der Sprédigkeit des Hisblockes nicht fiir dickere 
Schnitte eignet, teils weil die Entfernung der Schnitte vom Mikro- 
tommesser schwierig ist und leicht zum Verlust eines betrachtlichen 
und anscheinend besonders enzymhaltigen Gewebsteiles — der 
iuBersten Zellschicht — fiihrt, indem sich diese im schmelzenden 
Eis zerteilt. Jedenfalls geben Gefrierschnitte betrachtlich niedrigere 
Spaltungswerte als Paraffinschnitte von gleicher GrdéBe. 


Tabelle 9. 


Brauereimalz, 9tagige Malzung. Wurzel 1,5cm lang. 100-u-Paraffinschnitte. 


Spaltungszeit 8 Stunden. 














Abstand des Schnitt- X 4a") Abstand des Schnitt- X 4q*) 

mittelpunktes von der cmm mittelpunktes von der cmm 

Wurzelspitze in mm n/20-HCI Wurzelspitze in mm n/20-HCl 
0,15 0,36 1,25 5,54 
0,25 1,54 1,35 4,00 
0,45 7,34 1,45 3,08 
0,55 7,36 1,55 2,30 
0,75 7,34 1,75 2,56 
0,95 7,92 1,85 1,92 
1,05 8,58 1,95 1,80 
1,15 4,36 














*) Vgl. Anmerkung zu Tab. 7. 
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Fig. 10. Peptidaseverteilung in einer Malzwurzel, bestimmt mit 100 u-Paraffinschnitten. 
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Dies sieht man auf Fig. 9, die einen Vergleich zwischen den 
Spaltungswerten von 40-~-Wurzelschnitten (Spaltungszeit 24 Stun- 
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Abstand von der Wurzelspitze in mm. 
Fig. 9. Peptidaseverteilung in einer Malzwurzel, mit 40 « Wurzelschnitten bestimmt. 

















I. Paraffinschnitte. II. Gefrierschnitte. 
Die Kurvenpunkte entsprechen den Zahlen in Tab. 7 und 8. 
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Die Kurvenpunkte entsprechen den Zahlen in Tab. 9. 
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den bei 40°) gibt, die mit Hilfe der beiden Methoden gewonnen 
wurden. Ferner geht aus den Kurven hervor, daB die Schneide- 
genauigkeit bei 40-u-Schnitten gering ist; die Werte schwingen 
stark. Besser sind die Resultate bei 100-u-Schnitten (Fig. 10, 
Spaltungszeit 8 Stunden), aber die besten Versuche liefern doch 
200-u-Schnitte (Spaltungszeit 5 Stunden), welche wir im all- 
gemeinen bei den teils in der Einleitung, teils im folgenden Ab- 
schnitt besprochenen Versuchen angewendet haben. 


C. Die Versuchsresultate. 
1. Die Peptidaseverteilung der Primordialwurzeln. 


In den folgenden Tabellen und Kurven sind die Resultate 
unserer Versuche iiber die Verteilung der Peptidase in den Pri- 
mordialwurzeln des Malzes wiedergegeben. Wie man sieht, sind 
sie alle vom selben, in der Hinleitung angefiihrten Typus und es 
sind daher nicht allzuviele Bemerkungen daran zu _ kniipfen. 
z bedeutet, wie friiher erwaéhnt, den Zuwachs an titrierbaren 
Aminogruppen, ausgedriickt in Kubikmillimeter n/20-HCl, kK den 
Eigenverbrauch der Wurzelstiicke, gleichfalls in Kubikmillimeter 
n/20-HCl. Wo ein Vergleich zwischen Alanylglycin- und Leucyl- 
glycinspaltung oder zwischen Alanylglycinspaltung und Kigen- 
verbrauch vorgenommen wurde, sind die aufemander folgenden 
Wurzelstiicke abwechselnd zu der einen und der anderen Unter- 
suchung verwendet worden. Dies geht unmittelbar aus den an- 
gefiihrten Abstiinden der Schnitte von der Wurzelspitze hervor. 
In vielen Versuchen iiber das Verhaltnis der Spaltbarkeit der 
beiden Peptide ist der Eigenverbrauch der Schnitte nur einige 
wenige Male an willkirlich gewaéhlten Punkten der Wurzel be- 
stimmt worden; K,;, und K,, bezeichnen dann den in den 
beiden parallel laufenden Versuchsreihen unabhangig voneinander 
bestimmten Eigenverbrauch. Wie man sieht, ist die Genauigkeit 
der Versuche recht zufriedenstellend: die Punkte liegen im all- 
gemeinen sehr nahe den gezeichneten Kurven, was darauf hin- 
deutet, daB die Schnittmethodik zuverlassig ist. Nur in einzelnen 
Fallen treten grébere Abweichungen von der typischen Kurven- 
form auf (vgl. z. B. Fig. 14 und 15). Ob diese Abweichungen reell 
sind, kénnen wir nicht entscheiden. Wir haben es vorgezogen, 
beim Zeichnen der Kurven darauf keine Riicksicht zu nehmen. 

Die Versuche sind mit Wurzeln von verschiedenem Alter und 
verschiedener Linge ausgefiihrt worden und zeigen alle das typische 
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Aktivitétsmaximum in einer Entfernung von 0,8 mm von der 
Wurzelspitze und die geringe Leucylglycinspaltung auBerhalb der 
Wuchszone der Wurzelspitze. Eine geregelte Variation der Enzym- 
aktivitat oder der Kurvenform mit der Malzzeit (vgl. Tab. 13—18, 
Fig. 15—20) haben wir nicht nachweisen kénnen, doch muB 
hierzu bemerkt werden, da8 auf Grund der individuellen Ver- 
schiedenheiten der einzelnen Wurzeln zu derartigen Untersuchungen 
ein viel gréBeres Material und eine mehr statistische Behandlung 
des Problems erforderlich ist. Ein einzelner Versuch (Tab. 19, 
Fig. 21) wurde mit der Wurzel eines Kornes angestellt, das bei 
héherer als der iblichen Temperatur keimen gelassen worden war; 
eine wesentliche Anderung der enzymatischen Verhiltnisse war 
hierbei nicht nachzuweisen. Tab. 20 und Fig. 22 repriisentieren 
einen Versuch, in dem wir eine eventuelle Aktivitaitssteigerung 
auf Grund eines kraftigen Wurzelhaarwachstums aufzufinden ver- 
suchten. Die Wurzelhaare bedeckten das zwischen den Punkten A 
und B der Figur gelegene Wurzelstiick. Wie man aus der Kurve 
ersieht, fiel der Versuch negativ aus. — Man beobachtet bisweilen 
(Fig. 11, 12, 18, 15, 16) ein Ansteigen der enzymatischen Aktivitat 
bei Anniherung an die Basis der Wurzel; ob dieses gréBer ist, 
als es dem Ansteigen des Higenverbrauches der Wurzelschnitte 
entsprechen wiirde (vgl. Fig. 12 und 18), kann nicht mit Sicherheit 
entschieden werden. Tab. 21 und Fig. 23 zeigen die Aktivitats- 
verteilung einer Wurzel, die vom Korn abgetrennt und durch 
24 Stunden unter denselben Verhaltnissen wie die iibrigen Korner 
(feuchte Kammer, 13—15°) aufbewahrt worden war. Die Tab. 22A 
und 22B und die Fig. 24A und 24B geben den in der Einleitung 
erwaihnten Versuch mit dekapitierten und abgeschnittenen Wurzeln 
wieder. Die dekapitierte, aber nicht vom Korn abgetrennte Wurzel 
wuchs in 24 Stunden unter den Versuchsbedingungen der Kei- 
mung 11/,mm. — Endlich repriésentieren die Tab. 24 und die 
dieser entsprechende Fig.1 der Einleitung einen Versuch, die 
Peptidasewirkung per Einheit des Saureeigenverbrauches der 
Wurzelschnitte zu berechnen. Hierfiir wurden die Kurven der 
Fig. 19 und 8 zugrunde gelegt, da der HKigenverbrauch der 200-y- 
Wurzelschnitte zu ungenau bestimmt ist, als daB er zur Berechnung 
verwendet werden kénnte. Die Ordinaten in Fig. 3, jeweils fir 
Absténde von 0,2 mm graphisch abgelesen, sind einfach in die 
Ordinaten der Fig. 19 (gleichfalls graphisch abgelesen) dividiert 
worden, und der Quotient (dessen Zahlenwerte vgl. Tab. 24) ist 
als Ordinate des Koordinatensystems der Fig. 1 abgesetzt. 

3* 
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ecmm n/20-HCl 


Fig. 11. 


*) Als ,,Husar“ wird hier und im folgenden die aus dem keimenden Korn 
hervorbrechende Coleoptilenspitze bezeichnet. 
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Tabelle 10. 


Korn 2 Tage geweicht, 8 Tage gemalzt; kein Husar*.) Wurzel 2,7 cm lang. 
22 Schnitte 4 1,25 mm. Spaltungszeit 2 Stunden. 
Die Zahlen entsprechen den Kurvenpunkten der Fig. 11. 





















































Abstand des Schnitt- X ag a K ag K ag 
mittelpunktes von der cmm cmm 
Wurzelspitze in mm n/20-HCl n/20-HCl 
0,63 1,96 
1,88 — 
3,13 — 1,60 
4,38 3,46 — 
5,63 — 1,58 
6,88 3,04 — 
8,13 —- 1,22 
9,38 2,44 ea 
10,63 —- 1,18 
11,88 2,04 — 
13,13 ~-- 0,84 
14,38 1,70 -— 
15,63 —- 1,00 
16,88 1,64 — 
18,13 —~ 0,94 
19,38 1,64 — 
20,63 --- 
21,88 1,64 - 
23,13 --- = 
24,38 1,62 -— 
25,63 ai 0,84 
26,88 2,26 — 
Dy 
axrie jae 
2 
- 
ne) x ti re 
nn 
See tele. xK 
5 10 15 20 25 


Peptidaseaktivitét und Eigenverbrauch von 1,25-mm-Wurzelschnitten. 


Abstand von der Wurzelspitze in mm. 


Die Kurvenpunkte entsprechen den Zahlen in Tab. 10. 
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Abstand des oD 5 Abstand des oo 5 
- , x x = : ‘ xq ee eo 
Schnittmittel- wd _— Schnittmittel- 6 me 
punktes von der) + 4 ‘ es punktes vonder + = ee. > 
y : S | ‘ th j x 
Wurzelspitze | 3g | = Wurzelspitze 38 | sj 
in mm | on; | = in mm | nm & | = 
0,65 — | 0,63 en ee 
1,95 —_ | + 1,88 — | 1,8 
3,25 — | 1,42 3,13 3,10 | — 
4,55 2,54 | — 4,38 — | 1,30 
5,85 oa 5,63 AS ee 
7,15 ae 6,88 ae 
8,45 | — | 1,22 8,13 1,58 | -— 
9,75 | 2,06 | ~-- 9,38 — | 1,10 
11,05 | — 1,14 10,63 1,64 — 
12,35 1,58 ~s 11,88 = | OM 
13,65 hh 0,96 13,13 ey pes 
14,95 | 1,88 — 14,38 — | 1,02 
16,25 a 1,36 nt = a, ee 
€ 6 
AC 
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oN AG 
atk i ow 2 2 Ke 
2 ae ee x - = eee 
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0 5 10 15 20 0 5 10 
Abstand von der Wurzelspitze in mm. Abstand von der Wurzelspitze in mm. 
Fig. 12. Peptidaseaktivitat und Eigenverbrauch von Fig. 13. Peptidaseaktivitat und Eigen- 


2. Die Peptidaseverteilung des Blattkeimes. 
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Die Tab. 28 und Fig. 25 stellen einen Versuch iiber die Pep- 
tidaseverteilung eines normalen, in kraftigem Wachstum begriffe- 


Tabelle 11. 


Korn 2 Tage geweicht, 7 Tage gemalzt, kein Husar. 








A 


1. Wurzel, 1,7 om. lang, reichliche 
Wurzelhaare. 13 Schnitte 4 1,3 mm. 


Spaltungszeit 2 Stund 








| 


en (Fig. 12). 



































1,3-mm-Wurzelschnitten (vgl. Tab. 11A). 


B 


2. Wurzel, 1,5 cm ‘lang, reichliche 


Wurzelhaare. 12 Schnitte 4 1,25 mm. 


Spaltungszeit 2 Stunden (Fig. 13). 


























verbrauch von 1,25-mm-Wurzelschnitten 
(vgl. Tab. 11 B). 
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nen Blattkeimes dar. In Tab. 25 und Fig. 2 sind die Spaltungs- 
werte angegeben, die durch Division der direkt titrierten Werte 
durch den EHigenverbrauch der Organschnitte gewonnen wurden 
(vgl. die Figuren der Einleitung). Ebenso sieht man in der Tabelle 
die Variation des durch die gestrichelte Kurve der Fig. 2 dar- 
gestellten Verhaltnisses zwischen den Intensititen der Alanyl- 
glycin- und Leucylglycinspaltung lings des Blattkeimes. 


Tabelle 12. 


Brauereimalz, 9 Tage gemialzt, nach Lieferung aus der Brauerei durch 

24 Stunden bei 0° aufbewahrt. Kein Husar. Wurzel 1,5 cm lang; 200-y- 

Schnitte. Spaltungszeit 5 Stunden. Die Zahlen entsprechen den Kurven- 
punkten der Fig. 14. 














S) Ss S) Ss ) 
Abstand des : e S S © SS eS . 
Schnittmittel- Mis i a3 Mt oA . 4 
punktes von der | +,F my > cS y+ < a g — 
Wurzelspitze “g ¢ . 3 —— 5 be = 
in mm  ¢ = & ~ = = 
ws <n. oO a a. ae Lo a Oo 
0,1 — : 
0,3 3,94 3,32 ; 
0,5 oan — 1,88 1,40 
0,7 = 0,60 . 
0,9 4,80 ~— 4,18 oe wah 
1,1 —- —- 1,54 --- 1,06 
1,3 ss 6 T 0,40 | 
1,5 3,20 ~— 2,58 “a cn sites 
1,7 oe — 0,86 - 0,38 
1,9 ~- 0,66 —- —— - - 
2,1 2,70 — 2,08 il pias asi 
2,3 a — 0,84 — 0,36 
2,5 _ = -- 0,54 — 
2,7 2,22 ~— 1,60 eee sobs : 
2,9 — — 1,22 - 0,74 
3,1 -— = —- ~ = ~~ 
3,3 3,40 2,78 _ ‘ _ 
3,5 me 0,80 -- 0,32 
3,7 ae : —- 0,56 -- 
3,9 1,60 — 0,98 _ —_ a 
4,1 sins — 0,76 - 0,28 
4,3 ~— 0,60 —- --- ~— 
4,5 1,56 ~-- 0,94 _ " -_ 
4,7 “_ _ 0,60 —- 0,12 
4,9 ——— — 0,40 —— 




















*) Berechnet mit K, , = 0,62. 
**) Berechnet mit K, ,, = 0,48. 
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Abstand von der Wurzelspitze in mm. 


, ; Fig. 14. Peptidaseverteilung in einer Wurzel von Brauereimalz. 9 tagige 
4 Malzung, aufbewahrt 1 Tag bei 0° nach Lieferung aus der Brauerei, Kein 
Husar.*) Wurzel 1,5cm lang; 200-u-Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. 
Die Punkte entsprechen den Zahlen in Tab. 12. 


't 


Tabelle 13. 


Korn 2 Tage geweicht, 2 Tage gemalzt, kein Husar. Wurzel 3 mm lang, 
keine Wurzelhaare. 200-u-Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. Die Zahlen 
entsprechen den Kurvenpunkten der Fig. 15. 








6 O © 5 O oO oO 
Abstand des oF & So 8 & iS S 
Schnittmittel- he 3 ‘ 3 ” 3 he 3 ‘ 3 ” 3 
punktes von der} + > ») = De - + > te “de Moa 
Wurzelspitze 3g = = Sg = = 
in mm sg = = sg = = 
a a — = —— 2 —_— 2 
0,1 3,04 2,76 - mae 
0,3 = - ae 1,64 1,30 
0,5 6,68 -- 6,40 -— - — 
0,7 wes te wn 2,14 _ 1,80 
0,9 6,04 -= 5,76 -- ~-- - 
1,1 — ~ ~~ 1,02 0,68 
1,3 2,90 ~ 2,62 a - 
1,5 ~— -—- ~- 1,62 ~-- 1,28 
1,7 2,64 ~- 2,36 —- —— 
1,9 -- ~ 0,74 — 0,40 
2,1 3,06 - 2,78 ~ ~- - 
2,3 ~- -— ~- 1,16 0,82 
2,5 3,24 -— 2,96 ~ ~~ 
2,7 ~ - —- —- 0,34 
2,9 0,28 _- _- -- 




















*) Vgl. Anmerkung zu Tab. 10. 
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Tabelle 14. 9 
a 
Korn 2 Tage geweicht, 2 Tage gemalzt, kein Husar. Wurzel 3,5 mm lang; a 
200-u4-Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. Die Zahlen entsprechen den 4 
Kurvenpunkten der Fig. 16. a 
Abstand des oD 5 5 oS 5 5 
Schnittmittel- Mis —— —— Mis —_—— » 2 
N N = oO N TN TN 
punktes von der} + > 1 > 7 +2 9 & 3S 
, . <) < py & 6 & mW OF PS 
Wurzelspitze =i SI a si sj 
in mm mE | = = "s & 5 S 
0,1 — --- - 0,48 — 0,16 
0,3 3,98 7 3,60 sata sana mame 
0,5 — — — 2,88 2,56 
0,7 5,00 — 4,62 — pean _ 
0,9 rine ~ 2,40 : 2,08 
1,1 3,68 acon 3,30 —_— mao 
13 —- = — 1,42 - 1,10 
1,5 2,18 om 1,80 ae aes 
1,7 — -- 0,64 0,32 
1,9 1,22 0,84 ee a 
2,1 -— - ~~ 0,28 — 0,04 
2,3 1,28 0,90 vie a a 
2,5 —- ~ — 0,72 - 0,40 
2,7 1,56 1,18 ji a ca 
2,9 me . 0,76 : 0,44 
3,1 0,38 ; ee. iad 
3,3 - 0,32 
6 | 
| j 6 
| | ey 
Pr > | | | 
6 ? ] | } 
| | | 
; 
| 4) 
4 | | 
| 3 G 
an 
» AG | . | ; 
= oat | & 2] ; oF 
§ 2 1 T =| E 
= (4) Z | > fl Doge 
G | ae , 8 
r — 0 1 2 3 . 2 
- 0 1 y) 3 Abstand von der Wurzelspitze in mm. "0 
Abstand von der Wurzelspitze in mm. Fig. 16. Peptidaseverteilung in einer 
, Malzwurzel. 
Fig. 15. Peptidaseverteilung in einer Malzwurzel. 1. Keimungsstadium. Korn 2 Tage 
1. Keimungsstadium. Korn 2 Tage geweicht. geweicht, 2 Tage gemalzt, kein H ‘ 
2 Tage gemilzt, kein Husar. Wurzel 3 mm lang, Wurzel 3,5 mm lang; 200-«- Schnitte. H 
keine Wurzelhaare. 200-u-Schnitte, Spaltungs- Spaltungszeit 5 Stunden. : 
zeit 5 Stunden. Die Punkte entsprechen den Zahlen s 
Die Punkte entsprechen den Zahlen in Tab. 13. in Tab. 14. g 


i 











Tabelle 15. 


Korn 2 Tage geweicht, 6 Tage gemalzt, kein Husar. Wurzel 10 mm lang, 
fast keine Wurzelhaare; 200-u-Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. Die Zahlen 
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entsprechen den Kurvenpunkten der Fig. 17. 
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Abstand des 6 © 
Schnittmittel- | .4° @ 
S 
punktes vonder}| + > 
Wurzelspitze = = 
in mm : Mm & 
o 
0,1 — 
0,3 2,58 
0,5 — 
0,7 6,18 
0,9 _ 
1,1 4,32 
1,3 — 
155 2,66 
1,7 —- 
1,9 2,72 
y | 
2.3 2,14 
2,5 - 
2,7 2,00 
2,9 
3,1 
3,3 . 
3,5 1,28 
3,7 _ 
3,9 1,14 
4,1 —- 
4,3 





Pig. 17. Peptidaseverteilung in 
einer Malzwurzel. 

2. Keimungsstadium. 
Korn 2 Tage geweicht, 6 Tage 
gemalzt, kein Husar. Wurzel 
10 mm lang, beinahe keine Wur- 
zelhaare; 200-u-Schnitte, Spal- 

tungszeit 5 Stunden. 
Die Punkte entsprechen den 
Zahlen in Tab. 15. 

















' 


















































Ss) 3) aS) 3) 3) 
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+S a Mio 6S so 
< & = +2 qy ya 
m m8 » & — S a 8 
= = y § = = 
= = mo 8 = = 
—-—— — eal —— = — ——__—_—_— = — a = 
— 0,38 - — 0,04 
2,30 — , 
— 2,18 1,76 
5,90 ea ia 
~— —_ 2,48 2,06 
: 4,04 — na 
aw ake 1,46 1,04 
: 2,38 ie a 
“9 1,16 0, 
2,44 -— : 
0,86 0,44 
1,86 _— na 
som 0,86 0,44 
1,72 sae = 
. 0,74 0,32 
1,00 = _ 
— 0,66 0,24 
0,86 on , | 
fats eons 0,42 
0,28 - ~- 
6 
sing 
a \4 Q 
= G 
2 | om 
= ha 
oe ie 1 2 3 4 


Abstand von der Wurzelspitze in mm. 
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Tabelle 16. 





Korn 2 Tage geweicht, 7 Tage gemalzt, kein Husar. Wurzel 2,5 cm lang, 
200-1-Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. Die Zahlen entsprechen den Kurven- 
punkten in Fig. 18. 















































X, cmm n 20-HCl 

















a “7? — 4 
Abstand von der Wurzelspitze in mm. 


Fig. 18. Peptidaseverteilung in einer Malzwurzel. 





o © Oo \S) oO 
~ervaver Pe... = = | <5 Ss r 
Schnittmittel- Me eo —— <i a | oo 
punktes von der | + a << ~& + > 38 = 
: : " = he = bh OF m = he = — «OG 
Wurzelspitze i si S —— si g 
in mm P< 8 q = , - P< B | BI 8 
0,1 — - 0,56 0,20 
0,3 1,54 - 1,20 ~- —- —- 
0,5 ~ - -—- 1,78 = 1,42 
0,7 4,36 4,02 — — — 
0,9 — 1,64 1,28 
1,1 4,08 - 3,74 -— - ~~ 
1,3 os ~ 1,30 0,94 
1,5 2,26 1,92 ioe iis 
1,7 — - 0,66 0,30 
1,9 1,28 0,94 — - ~- 
2,1 sais ed 0,38 0,02 
2,3 0,72 0,38 —— -—- 
2,5 —- 0,42 0,06 
2,7 0,66 0,32 —- -~ 
2,9 --- 0,32 — 0,04 
3,1 0,54 - 0,20 a -- 
3,3 —- --- 0,32 — 0,04 
3,5 0,62 - 0,28 ~- —- 
3,7 ~- —- 0,32 — |—0,04 
3,9 0,34 ~- —- --- 
4,1 - — 0,36 - 
| 
| 
¢ | 


2, Keimungsstadium. Korn 2 Tage geweicht, 7 Tage gemialzt, kein Husar. 


Wurzel 2,5 cm lang; 200-u-Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. 
Die Punkte entsprechen den Zahlen in Tab. 16. 
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Tabelle 17. 


Korn 2 Tage geweicht, 9 Tage gemalzt; Husar 1,5 mm lang. Wurzel 10 mm 
lang, wenige und gleichmaBig verteilte Wurzelhaare; 200-u-Schnitte, Spal- 
tungszeit 5 Stunden. Die Zahlen entsprechen den Kurvenpunkten der Fig. 19. 
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a — a m om S BD 
Abstand des : 5 o . a = SS 
Schnittmittel- | S$ ~ Oo so Mis — ar 
nN ~ A nN x] ~ NK oN 
punktes von der | + = he e be - = Ne e ye 
Wurzelspitze 24 ¢ g a ot aie 
cio to a Sane) bel 5 
0,1 -- ~- a 0,32 0,04 
0,3 3,46 - 3,14 — —- 
0,5 -- - — 2,16 1,88 
0,7 5,74 - 5,42 aa —- 
0,9 —- - —- 1,96 1,66 
1,1 4,12 = 3,80 -— - -— 
1,3 —~ -- 0,54 0,26 
1,5 2,78 — 2,46 as 
1,7 —- - -- 0,58 0,30 
1,9 1,96 1,64 —- — 
2,1 = —— 0,44 0,16 
2,3 1,48 1,16 ~- -—- 
2,5 — aa 0,42 = 0,14 
2,7 ~- ~ +> - — 
2,9 --— - —- 0,68 - 0,40 
3,1 1,62 - 1,30 --- _~ 
3,3 a - ~-— 0,40 - 0,12 
3,5 1,58 ~ 1,26 = -— 
3,7 -— ~ —— 0,62 0,34 
3,9 1,56 - 1,24 — . 
4,1 —— — --- 
4,3 0,32 — 
4,5 —- 0,36 
4,7 0,32 — 
4,9 -- 0,20 
6 
Fig. 19. Peptidaseverteilung in | 
einer Malzwurzel. a \ | 
3. Keimungsstadium. 4 i 
Korn 2 Tage geweicht, 9 Tage | 
gemalzt, Husar 1,5 mm lang, 5 AC 
wenige, gleichm&Big verteilte & 
Wurzelhaare; 200-u-Schnitte, § | 
Spaltungszeit 5 Stunden. a 2 7 _— + 
Die Punkte entsprechen den 
Zahlen in Tabelle 17. : LG ooo mea 
a] | 
9 i 2 3 4 









































*) Berechnet mit K,, = 0,28. 


Abstand von der Wurzelspitze in mm. 
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Tabelle 18. 


Korn 2 Tage geweicht, 13 Tage gemalzt, Husar 15 mm lang. Wurzel 15 mm 
lang, wenig Wurzelhaare; 200-u-Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. Die 


Zahlen entsprechen den Kurvenpunkten der Fig. 20. 





XY, cmm n/20-HCl 


oO 























ao o v o ¢ © C 
sowie Tse] 2/ 2] se] 2[ 3 
Schni seas ~ & oe 2 "© e& eg 
punktes von der relmeerilee + > maine 
Wurzelspitze = 8 S Ss gs S| ¢ 
in mm ~ 8 = = mE = = 
0,1 2,46 -— 2,20 - — — 
0,3 — — ~- 1,02 —- 0,72 
0,5 3,40 _- 3,14 — — — 
0,7 - 0,76 -- 0,46 
0,9 1,12 : 0,86 ine _ — 
1,1 — — —. 0,46 -- 0,16 
1,3 1,42 - 1,16 = —_ vai 
1,5 — ~~ ~ 0,40 — 0,10 
1,7 1,68 -- 1,42 - — — 
1,9 - - — ane 
2,1 1,72 - 1,46 _ ae il 
2,3 — - 0,46 - 0,16 
2,5 1,58 1,32 — mse ill 
2,7 ~— 0,34 — 0,04 
2,9 1,66 - 1,40 — — — 
3,1 — ~ -— 0,42 — 0,12 
3,3 1,76 1,50 — ji an 
3,5 — 0,58 — 0,28 
3,7 1,52 1,26 a -— — 
3,9 — — 0,40 -- 0,10 
4,1 a 0,26 oan * a 
4,3 — — - 0,30 — 
| 
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3 4 
Abstand von der Wurzelspitze in mm. 


Fig. 20. Peptidaseverteilung in einer Malzwurzel. 


4. Ecimungsstadium. Korn 2 Tage geweicht, 13 Tage gemalzt, Husar 15 mm lang. 
Wurzel 15 mm lang, wenig Wurzelhaare; 200-u-Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. 


Die Punkte entsprechen den Zahlen in Tab. 18. 











Korn 2 Tage geweicht, 24 Stunden bei 20° gemalzt, kein Husar. Wurzel 
3,5mm lang, 200-u-Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. 
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Tabelle 19. 


sprechen den Kurvenpunkten der Fig. 21. 


Die Zahlen ent- 
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Abstand des & 3 3 o 8 S 
Schnittmittel- he 3 i 3 nal Ms 
punktes von der +> yy > “a = te a 
Wurzelspitze Sg | SJ Sg 
in mm a = E g be z 
0,1 “ - — 0,28 
0,5 6,18 ma 5,96 an 
0,7 — ~- _ 2,00 
0,9 5,82 - 5,60 ea 
age i _ — | 0,86 
1,3 2,34 -- 2,12 ae 
1,5 — . _ 0,44 
1,7 0,90 - 0,68 va 
1,9 oi — — | 0,2 
2,1 0,50 ~- 0,28 
2,3 — - _ 0,22 
2,5 0,20 - —0,02 ane 
2,7 : — - 0,36 
2,9 “ 0,22 ; 
3,3 wei ad » 
6 rt 
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R 2 
fo] 
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‘ ta 
“9 1 - . S 


Abstand von der Wurzelspitze in mm. 


Fig. 21. Peptidaseverteilung in einer Malzwurzel, 
gekeimt bei héherer Temperatur. 

Korn 2 Tage geweicht, 1 Tag bei 20° gemalzt, kein 
Husar. Wurzel 3,5 mm lang, 200-a-Schnitte, 
Spaltungszeit 5 Stunden. 

Die Punkte entsprechen den Zahlen in Tab. 19. 


Kig 
emm n/20-HCl 
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Xi 6 
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(A) und bei 


1,2 cm lang, viele Wurzelhaare, 
7 mm unvermittelt enden (B). 
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Tabelle 20. Korn 2 Tage geweicht, 5 Tage gemalzt, kein Husar. Wurzel 
die 3 mm hinter der Wurzelspitze beginnen 
200-u-Schnitte, Spaltungszeit 
hen den Kurvenpunkten der Fig. 22. 





X, cmm n/20-HCl 


. * . . . 2 -y my >) -) e 
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5 Stunden. Die Zahlen entsprec 
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Fig. 22. Zusammenhang zwischen Pept 
Korn 2Tage geweicht, 5 Tage gemalzt, kein Husar, 
haare, die eine scharf markierte Zone von 3—7 mm (A 
200--Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. Die Punkte en 


Abstand von der Wurzelspitze in mm. 
idaseaktivitat und Wurzelhaarbildung. 
Wurzel 1,2cm lang, viele Wurzel- 
—B) hinter der Wurzelspitze erfillen. 
tsprechen den Zahlen in Tab, 20. 
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| Tabelle 21. 

Korn 2 Tage geweicht, 9 Tage gemalzt, kein Husar. Eine Wurzel von 1,5 cm 
Lange wurde abgeschnitten und ihre Enzymverteilung nach 24stiindigem 
Aufbewahren im Malzthermostaten (13°) untersucht. 200-y-Schnitte, Spal- 
tungszeit 5 Stunden. Die Zahlen entsprechen den Kurvenpunkten der Fig. 23. 
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oS Ss O 6 O © 
— des : = = = ° = = = 
Schnittmittel- MS o& 2 <3 og 3 
punktes vonder}| + = i rr ae ry + > *, = oa 
Wurzelspitze —i | - =e S g 
in mm mE = 5 ale E 8 
0,1 1,24 - 0,86 — — - 
0,8 ae ; a 1,06 0,76 
0,5 5,20 - 4,82 — — 
0,7 ass nit a 1,56 ; 1,26 
0,9 3,70 - 3,32 — 
se - ~ 0,70 0,40 
1,3 1,18 0,80 wale pat 
18 “7° ‘sa ~ 0,66 0,36 
1,7 1,48 _ 1,10 — aie 
1,9 ~ = 0,50 0,20 
2,1 1,04 - 0,66 — ik 
2,3 — — 0,40 0,10 
2,5 0,88 - 0,50 — - 
2,7 — — -— 0,52 0,32 
2,9 1,18 — 0,80 — 
3,1 “om — fone 0,70 nt 0,40 
3,3 1,36 aie ij 0,98 eeeicad —_— = 
3,5 we = ts 0,60 _ 0,30 
3,7 wo 0,38 a se i “ 
3,9 san a — -- 0,30 _ 




















Als Parallelversuch wurde die Enzymverteilung in einer 1,7 cm langen Wurzel 

vom gleichen Korn untersucht, die ebenso wie die andere behandelt, bloB 

nicht vom Korn abgetrennt worden war. Auch die (hier nicht wiedergegebene) 
Enzymverteilung dieser Wurzel zeigte nichts Abnormales. 








6 
Fig. 23. Peptidaseverteilung in einer 
abgeschnittenen Wurzel nach 24 stiin- fa 
digem Aufbewahren bei 13—15°. 4 
Korn 2 Tage geweicht, 9 Tage ge- 
malzt. Kein Husar. Eine Wurzel, 
1,5 cm lang, wurde abgeschnitten und 


ihre Enzymverteilung nach 24stiin- \ 
digem Aufbewahren im MAlzthermo- 2 
staten untersucht. 200-«-Schnitte. 
Spaltungszeit 5 Stunden. 
Die Punkte entsprechen den Zahlen 


See Lo 
in Tab. 21. —»— Aa 


- - ) 0 | 2 3 4 
. q Abstand von der Wurzelspitze in mm. 




















X, cmm n/20-HCl 
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Tabelle 22A. 
Korn 2 Tage geweicht, 8 Tage gemalzt, kein Husar. Zwei Wurzeln (A und B), 
die eine 1,5, die andere 1,6 cm lang, wurden 1 mm hinter der Spitze dekapitiert 
und Wurzel B auBerdem noch vom Korn abgetrennt. Nach 24stiindigem 
Aufbewahren bei 13° wurde deren Enzymverteilung untersucht. 200-u- 
Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. 


Wurzel A. 
Die Zahlen entsprechen den Punkten der Fig. 24A. 
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Abstand des : = Ss = : Ss = = 
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Abstand von der Wurzelspitze in mm. 
Fig. 24A. Dekapitierungsversuch. 
Korn 2 Tage geweicht, 8 Tage gemalzt, kein Husar. Zwei Wurzeln, die eine 1,5, 
die andere 1,6 cm lang, wurden 1 mm hinter der Wurzelspitze dekapitiert und 
Wurzel B auBerdem noch vom Korn abgetrennt. Nach 24stiindigem Stehenlassen 
bei 13° wurde deren Enzymverteilung untersucht. 200-u-Schnitte. Spaltungszeit 
5 Stunden, Die Punkte entsprechen den Zahlen in Tab, 22 A (Wurzel A). 
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Tabelle 22B. 


Wurzel B. 


Beitrage zur enzymatischen Histochemie. 


- § Die Zahlen entsprechen den Punkten der Fig. 24B. 
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Abstand von der Wurzelspitze in mm, 


Fig. 24B. Dekapitierungsversuch. 


Das gleiche Korn wie in Fig. 24A. 200-u-Schnitte, Spaltungszeit 5 Stunden. 
Die Punkte entsprechen den Zahlen in Tab. 22 B (Wurzel B). 
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Tabelle 23. 
Korn 2 Tage geweicht, 11 Tage gemalzt. Husar 3 mm lang, Lange des ganzen 


entsprechen den Kurvenpunkten der Fig. 25. 





Blattkeimes 9mm. 200-u-Schnitte, Spaltungszeit 4 Stunden. Die Zahlen 
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Abstand von der Blattspitze in mm. 
Fig. 25. Peptidaseverteilung im Blattkeim. 


Korn 2 Tage geweicht, 11 Tage gemilzt. Freiliegender Teil des Blattkeimes 3 mm lang. 
Gesamtlinge des Blattkeimes 9mm. 200-u-Schnitte. Spaltungszeit 4 Stunden. 
Die Punkte entsprechen den Zahlen in Tab. 23. 


Tabelle 24. 


Berechnung der Enzymaktivitat per Einheit des Eigenverbrauchs der Wurzel- 
stiicke an n/20-HCl. Die Werte von X,,, und X, , sind graphisch abgelesen 


von Fig. 19 und die K-Werte graphisch abgelesen von Fig. 3. Die Tabelle 
entspricht der Fig. 1. 



































Abstand von x 
d. Wurzelspitze | X,q | Xz¢ K | X46/K| X,6/K| @ =-—“* 
in mm Xia 
0,2 1,6 0,5 0,35 4,4 1,4 3.1 
0,4 4,2 1,5 0,34 12,3 4,4 2,8 
0,6 5,4 2,1 0,33 16,3 6,4 2,5 
0,8 5,4 1,9 0,32 16,9 5,9 2,9 
1,0 4,4 1,3 0,30 14,6 4,3 3,4 
1,2 3,3 0,6 0,29 11,4 2,1 5,4 
1,4 2,7 0,45 0,28 9,6 1,6 6,0 
1,6 2,2 0,25 0,27 8,1 0,9 9,0 
1,8 1,8 0,20 0,26 6,9 0,8 8,6 
2,0 1,55 0,20 0,26 6,0 0,8 7,5 
2,2 1,40 0,20 0,25 5,6 0,8 7,0 
2,4 1,30 0,20 0,25 5,2 0,8 6,5 
2,6 1,25 0,20 0,24 5,2 0,8 6,5 
2,8 1,20 0,20 0,24 5,0 0,8 6,3 
3,0 1,20 0,20 0,23 5,2 0,9 5,8 
3,2 1,20 0,20 0,23 5,2 0,9 5,8 
3,4 1,25 0,25 0,22 5,7 1,1 5,2 
3,6 1,25 0,25 0,22 5,7 1,1 5,2 
3,8 1,30 0,25 0,22 5,9 1,1 5,4 
4* 
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Tabelle 25. 


Berechnung der Enzymaktivitét von Blattkeimschnitten per Einheit des 
Eigenverbrauches der Schnitte an n/20-HCl. Die Werte von X,,, X, gq und K 


sind graphisch abgelesen von Fig. 25. Die Tabelle entspricht der Fig. 2. 






































Abstand von x 
der Blattspitze aco | Xpg | K | Xae/K | Xre/X] C= > 
in mm LG 

1 3,6 0,8 0,5 732 1,6 4,5 

2 5,2 1,5 0,8 6,5 1,9 3,5 

3 6,4 2,1 1,0 6,4 2,1 3,0 

4 7,3 2,8 1,1 6,6 2,5 2,7 

5 8,1 3,5 1,3 6,2 2,7 2,3 

6 8,9 4,2 1,5 5,9 2,8 2,1 

7 9,7 4,8 1,6 6,1 3,0 2,0 

s 10,3 5,2 1,9 5,4 2,7 2,0 

Zusammenfassung. 


1. Die Dipeptidaseaktivitét geringerer Zellgruppen von Pri- 
mordialwurzeln und dem Blattkeime keimender Gerste wurde 
untersucht durch Uberfiihrung von Gewebsstiicken in einen 


kleinen Tropfen einer Peptidlésung und Bestimmung der im Laufe ~ 


einer passenden Reaktionszeit gebildeten Anzahl von titrier- 
baren Aminogruppen. Die Bestimmung wurde ausgefiihrt nach 
der von uns frither (1) angegebenen Methode. 

2. Die Gewebsteile wurden den genannten Organen, die sich 
alle durch eine tiberwiegende Ausbildung der Liangsachse kenn- 
zeichnen, durch Einschmelzen des frischen Organes in Paraffin 
und Anfertigung von Mikrotomschnitten passender Dicke winkel- 
recht zur Lingsachse, entnommen. Es war médglich, teils durch 
Messung der Schnittdimensionen, teils durch Titration ihres Ge- 
haltes an siéureverbrauchenden Substanzen (Protoplasma), zu einer 
groben, quantitativen Schitzung der GréBe dieser Schnitte zu 
gelangen. 

8. Die so gewonnenen Schnitte gaben wahrend der enzy- 
matischen Reaktion ihr Enzym nicht an die umgebende Substrat- 
lésung ab. Es wurde jedoch durch Kontrollversuche gezeigt, daB 
die Diffusionsgeschwindigkeit des Substrates durch die Zellwande 
so groB ist, daB die gemessene Aktivitaét nicht durch sie bedingt 
sein kann. 

4. Bestimmt unter den angegebenen Versuchsbedingungen, 
zeigte die Peptidaseaktivitét eine betrichtliche Variation langs 
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der Primordialwurzel der Gerste, eine sehr geringe liings des 
Blattkeimes. 

5. Die Peptidaseaktivitét der Primordialwurzel hat ein 
scharfes Maximum in einer Entfernung von 0,8 mm von der 
Wurzelspitze und wird mit dem Liingenwachstum der Wurzel in 
Zusammenhang gebracht. 

6. Das Verhaltnis zwischen den Geschwindigkeiten, mit 
denen die Dipeptide Alanylglycin und Leucylglycin gespalten 
werden, variiert entlang der Lingsachse der Primordialwurzel und 
ist am kleinsten in der Wuchszone der Wurzelspitze, am gréBten 
in den tibrigen Teilen der Wurzel. 
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Eine neue Mikrodoppelchinhydronelektrode. 


Von 


W. Kuntara. 
Mit 2 Figuren auf Tafel I. 


(Aus dem I. Zoologischen und Tierphysiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. November 1931.) 


Als ich gelegentlich fermentativer Arbeiten vor die Aufgabe 
gestellt war, die Wasserstoffionenkonzentration in einem Minimum 
von Verdauungssaften und Spaltungsansaitzen zu ermitteln, fehlte 
es an einem entsprechenden Mikroapparat, der die Ausfihrung 
solcher Bestimmungen gestattete. Da die pa-Werte nur in den 
seltensten Fallen tiber 8 lagen und auch sonst keine Schwierig- 
keiten im Wege standen, konnte ich mit Chinhydron arbeiten. 
Aus den dargelegten Griinden entstand die im folgenden zu be- 
schreibende Mikrodoppelchinhydronelektrode, deren Handhabung 
auBerordentlich einfach und bequem ist, und die erlaubt, die 
Wasserstoffionenkonzentration in einem Tropfen Flissigkeit zu 
ermitteln. 

Beschreibung des Apparates. 

Der aus Jenaer Glas angefertigte Apparat besteht im wesent- 
lichsten aus 2 Hauptteilen: dem Untersuchungselektrodengefa8 (U) 
und dem BezugselektrodengeféB (B) und ruht drehbar und leicht 
abnehmbar auf einem stabilstehenden GlasdreifuB, wie aus bei- 
liegenden Figuren zu entnehmen ist. 

Das Untersuchungselektrodengefa8 (U) hat innen einen 
konischen Boden, in den durch eine seitliche Einfiihrung ein flacher 
Platindraht als Elektrode ragt, die ihren Anschlu8 an den ent- 
sprechenden Leitungsdraht in der Klemme Ky besitzt. Auf den 
Boden dieses GefaBes 148t man einen Tropfen der zu untersuchenden 
Flissigkeit fallen und gibt wenig Chinhydron hinzu, dessen un- 
geloster UberschuB sich in der Spitze des Konus ansammeln 


kann. 
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Das Bezugselektrodengefa8 (B) dient zur Aufnahme der 
Bezugsflissigkeit von bekanntem pr (Standardacetat usw.) und 
besteht aus 3 Teilen: dem eigentlichen ElektrodengeféB B,, dem 
eingeschliffenen Stépsel B, und der eingeschliffenen Platinblech- 
elektrode B,. Ky, ist die AnschluBklemme. Das ganze Bezugs- 
elektrodengeféB B ist in die Untersuchungselektrode U so ein- 
geschliffen, daB die Spitze von B in den zu untersuchenden Fliissig- 
keitstropfen, der im konischen Boden von U ruht, eintaucht. 
Die elektrolytische Leitung zwischen den beiden Elektroden- 
geféBen besorgt einzig und allein der mit gesiattigter KCl-Lésung 
benetzte Schliff des kleinen Stépsels B,; es sind also keinerlei 
Zwischenwannen, Agarheber usw. notig, und die Ausfiihrung der 
Messungen ist daher sehr einfach. Zur Sicherheit ragt der kleine 
Stépsel B, aus B, nach unten etwa 1 mm weit heraus, wodurch 
ein etwaiger direkter Kontakt des mit KCl benetzten Schliffes 
zwischen B,—B, mit der Platindrahtelektrode von U vermieden 
wird. 
Die Inbetriebsetzung und Handhabung des Apparates. 

Die Fillung des BezugselektrodengefiBes B. Man 
tauche die untere offene Spitze des eigentlichen Elektroden- 
geféBes B, in gesattigte KCl-Lésung. Die Spitze wird hierdurch 
kapillar einige Millimeter hoch damit gefillt. Nun lasse man von 
oben den kleinen Glasstépsel B, hineinfallen und klopfe ihn mit 
einem diinnen Glasstab gut hinein, so daB er fest (!) sitzt; der 
kleine Schliff ist dadurch mit gesattigter KCl-Lésung benetzt 
und die elektrolytische Leitung zwischen U und B hergestellt. 
Sodann spilt man das GeféiB mit der Bezugsfliissigkeit, die man 
aus einer Pipette einflieBen 148t, einmal aus und fiillt schlieBlich 
soviel davon ein, daB der Platincylinder der Elektrode B, unter- 
tauchen kann. Nach Zugabe einer ganz kleinen Messerspitze 
reinsten Chinhydronpulvers (Kahlbaum) wird B, fest aufgesetzt 
und geschiittelt. Die Bezugselektrode ist fertig. Sie ist mehrere 
Tage ohne Erneuerung der Fiillung gebrauchsfahig, nur muB sie 
sogleich nach Benutzung am unteren Teil durch Abspritzen mit 
Aqua dest. gereinigt und hierauf vorsichtig (um nicht dabei den 
kleinen Stépsel hineinzustoBen) in gesattigte KCl-Lésung gestellt 
werden; hierdurch wird ein Austrocknen bzw. ein Auswaschen . 
des im Schliff befindlichen KCl verhindert und die Leitfahigkeit 
aufrechterhalten. 

Als Bezugsflissigkeit kann jede Lésung von bekanntem 
Px verwendet werden. 
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Die Beschickung der Untersuchungselektrode mit 
der zu priifenden Fliissigkeit und die weitere Handhabung des 
Apparates. 

Man steckt das Untersuchungselektrodengefa8 U auf den 
GlasdreifuB, klemmt an Ky den betreffenden Leitungsdraht an, 
laBt einen Tropfen der zu untersuchenden Fliissigkeit auf den 
konischen Boden des GeféBes fallen, gibt ganz wenig Chinhydron- 
pulver hinzu und erschiittert zwecks Durchmengung. Dann nimmt 
man die Bezugselektrode B, an deren Klemme Ky der andere 
Leitungsdraht festgeschraubt ist, aus der KCl-Lésung, spritzt sie 
mit Aqua dest. ab, entfernt das an der Elektrode haftende Wasser 
durch kurzes Auflegen auf Filterpapier und steckt sie dann in 
die Untersuchungselektrode U. Die Messung des Potentials und 
die Berechnung des px wird wie iiblich durchgefihrt. 

Nach beendeter Messung wird B von U abgenommen, mit 
Aqua dest. abgespritzt und wie oben in KCl-Lésung gestellt. 
U wird vom DreifuB abgehoben, iiber einem Kibel mit einem 
kraéftigen Strahl aus der Spritzflasche ausgespritzt und das iiber- 
schiissig darin haftende Wasser durch Aufklopfen auf ein auf dem 
Tisch liegendes Filterpapier entfernt. Das Gefa8 braucht fur die 
niichste Bestimmung nicht getrocknet zu werden, auBer bei Unter- 
suchungen ungepufferter Fliissigkeiten. Die weitere Handhabung 
geht wieder wie oben vor sich. Die Leitungsdrahte kénnen, wenn 
sie weiche Litzen sind, sténdig angeklemmt bleiben. 


Der Apparat ist gesetzlich geschiitzt; Muster Nr. 224404. 
Alleinerzeugungsrecht: Prazisionsglasbliserei Hans Stepan, 
Wien IX, Van Swietengasse 1. 




















Uber Stercobilin und Porphyrine aus Kot. 
I. Mitteilung. 
Von 


C. J. Watson. 
Fellow in Medicine of the National Research Council, Washington. 
Mit 5 Figuren im Text und auf Tafel IT. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. November 1931.) 


H. Fischer und Meyer-Betz!) haben aus pathologischem 
Harn krystallisiertes Urobilinogen isoliert, das mit Mesobili- 
rubinogen, erhalten durch Natriumamalgamreduktion des Bili- 
rubins, iibereinstimmte. Im normalen Harn ist nun Urobilinogen 
nicht oder nur in minimalen Spuren vorhanden im Gegensatz zum 
Kot, der nach den Reaktionen groBe Mengen des Stoffes enthalt. 
So ist die Ehrlichsche Aldehydreaktion in den Extrakten stark 
positiv, ebenso die Fluorescenzprobe mit Zinkacetat. Wiahrend die 
positive Ehrlichsche Probe durch Indol oder Skatol oder andere 
noch unbekannte Produkte bedingt sein kdénnte, ist die positive 
Zinkacetatprobe wohl ein schirferer Hinweis auf Gallenfarbstoff- 
abkémmlinge, wenn auch die meisten Pyrromethene diese Reaktion 
geben und so mindestens zunachst theoretisch auch anderweitige 
Blutfarbstoffabbauprodukte fiir diese Reaktion in Frage kémen. 
Ob das Stercobilinogen mit dem Urobilinogen des pathologischen 
Harns identisch ist, ist noch nicht entschieden, und doch ist die 
Beantwortung dieser Frage fiir die Physiologie und Pathologie des 
Urobilins von ausschlaggebender Bedeutung. Sollte sich das Sterco- 
bilinogen bzw. Stercobilin als weitgehend verschieden vom Uro- 
bilinogen bzw. Urobilin erweisen, wiirde wohl manche Frage des 
intermediiren Gallenfarbstoffwechsels neuartige Deutungen er- 
halten. 


Zahlreiche Versuche sind schon unternommen worden, das Stercobilin 
bzw. Stercobilinogen zu isolieren; zu krystallisierten Kérpern haben sie in 





1) Diese Z. 75, 232 (1911). 
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keinem Falle gefiihrt. Ausfiihrliche Wiedergabe der umfangreichen Literatur 
findet man bei Meyer- Betz.) 


Ich verarbeitete normale und pathologische Exkremente in 
Mengen von 200—1600 g. Das pathologische Material erhielt ich 
durch Herrn Geheimrat Professor Dr. von Miller in Miinchen 
bzw. Herrn Professor Dr. Thannhauser in Freiburg; beiden 
Herren bin ich fiir ihr Entgegenkommen zu gréBtem Dank ver- 
pflichtet. Vornweg sei genommen, daf es sowohl aus normalem 
wie pathologischem Stuhl eine sch6n krystallisierte Substanz zu 
isolieren gelang, die alle Uro- bzw. Stercobilin-Kigenschaften besitzt. 

Die Methode der Verarbeitung war folgende: Zunachst wurde 
der Stuhl mit Eisessig in einer Reibschale gut verrieben. Dieser 
Brei wurde wiederholt (20—80 mal) in der Schale mit Ather extra- 
hiert und die atherische Lésung in einen groBen Stutzen abgegossen. 
Nach jeweils 3 oder 4:'Extraktionen wurden kleine Mengen Kis- 
essig zugefiigt und mit dem Rickstand wieder verrieben. Die ge- 
samte eisessig—atherische Lésung wurde mit verhaltnismaBig wenig 
destilliertem Wasser in einem 5-Liter-Scheidetrichter 6—8 mal ge- 
waschen. Dieses Wasser wurde beiseite gestellt. Dann wurde die 
bleibende atherische Fraktion wiederholt mit kleinen Mengen 
25°/,iger Salzsiure extrahiert, bis der letzte Extrakt nur mehr gelb 
oder griinlich wurde. Die Chlorophylliderivate gehen sehr langsam 
in die Salzsiure und sind daher hauptsiéchlich in den letzten 
Extrakten enthalten. Die Hauptmenge bleibt im Ather. Die ge- 
samte salzsaure Lésung wurde filtriert, dann zum Teil mit festem 
Natriumacetat, zum Teil mit langsam zugefiigter 20°/,iger Natron- 
lauge, bis iiber Kongoneutralitét hinaus abgestumpft. Dabei fiel 
immer ein fast schwarzer Niederschlag aus, der zum Teil in Chloro- 
form léslich war. Die waBrige Lésung wurde wiederholt mit Chloro- 
form extrahiert. Die vereinigten Chloroformlésungen wurden fil- 
triert und mit 25°/,iger Salzsiure ausgezogen. Die salzsaure Lésung 
wurde in einem Scheidetrichter mit verhaltnismaBig viel Ather iiber- 
schichtet und durch Zusatz von festem Natriumacetat portions- 
weise bis zuletzt iber Kongoneutral hinaus abgestumpft, und die 
waBrige Lésung nach jeweiligem Zusatz von Natriumacetat wieder- 
holt mit Ather ausgeschiittelt. Die atherische Lésung wurde 
filtriert und wiederholt mit klemen Mengen 1°/,iger Salzsaure 
extrahiert. Letztere wurde mehrmals mit kleinen Mengen Chloro- 
form behandelt. Sowohl die 1°/,ige salzsaure wie die Chloroform- 





1) Die Lehre vom Urobilin. Ergebnisse der inneren Medizin und Kinder- 
heilkunde 1913. 
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losung zeigte oft eine rotblaue, porphyrinaéhnliche Farbe. Die 
Chloroformlésung wurde filtriert, iiber Natriumsulfat oberflichlich 
getrocknet, abfiltriert und zu einem kleinen Volumen auf dem 
Wasserbad eingeengt. Diese konzentrierte Lésung wurde in 
wenigstens zehnfach so viel Petrolather eingegossen, gut um- 
geschiittelt und mindestens 1/, Stunde stehen gelassen. Das 
Stercobilin wird dadurch fast vollstindig ausgefallt. Wenn die 
Lésungen ganz wasserfrei waren, bleibt es als rotbrauner, lockerer 
und voluminéser Niederschlag im unteren Teil der Fliissigkeit; bei 
Anwesenheit von nur wenig Feuchtigkeit setzt es sich als schwarz- 
brauner, lackartiger Uberzug mit griinlichem Schimmer der Ober- 
flache am Glas fest. Stets ist es zweckmaBig, nochmals die Lésung 
in Chloroform und Fallung mit Petrolither vorzunehmen. 

Das amorphe Stercobilin wurde auf einem sehr kleinen Filter 
mit Petrolither gewaschen. Die Substanz wurde in einem kleinen 
Erlenmeyerkolben wiederholt mit kleinen Mengen trockenem 
Essigester auf dem Wasserbad digeriert und in einem schon auf dem 
Wasserbad bereitstehenden Schliffdestillierapparat (Kolben von 
100—150 ccm) heif filtriert. So wurde die amorphe Substanz all- 
mahlich gelést und ihre Lésung gleich auf etwa 60—80 ccm ein- 
geengt. Der Kolben bleibt am Wasserbad stehen und soll nur ganz 
langsam innerhalb mehrerer Stunden erkalten. Wahrend dieser Zeit 
fand Krystallisation in langlichen, eigenartig veristelten Aggregaten 
von kleinen Krystallen statt (vgl. Fig. 1, 2 und 3 der Tafel). 

Auf dieselbe Weise, nur mit weniger Essigester, kann die 
Substanz umkrystallisiert werden.1) Umkrystallisation durch eine 
Extraktion aus der Hiilse empfiehlt sich nicht, da die richtige 
Menge des Lésungsmittels schwer abzuschatzen ist. 

Die neue Substanz ist in Chloroform, Alkohol, Hisessig, Aceton, 
Lauge und Ammoniak spielend léslich; maBig in Wasser und ver- 
diinnten Saéuren, wenig in Ather, unldslich in Petrolaither. Natrium- 
bicarbonatlésung nimmt die Substanz glatt auf, anscheinend mit 
Gasentwicklung. 

Spektroskopisch beobachtet man das typische Urobilin- 
spektrum. Mit Zinkacetat entsteht intensivste Fluorescenz, spek- 
troskopisch Identitaét mit Urobilin aus Mesobilirubinogen. Weiter 
wurde dann Mesobilirubinogen und Stercobilin vergleichend auf 
die Farbstérke mit Hilfe des komplexen Zinksalzes untersucht. 
Gleiche Mengen von Mesobilirubinogen und Stercobilin wurden 





1) Besonders gut ausgebildete Krystalle wurden aus Chloroform erhalten. 
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in Alkohol gelést und hierzu Zinkacetat zugesetzt. Im Sterco- 
bilinversuch erschien sofort das intensivste Urobilinspektrum, 
wahrend beim Mesobilirubinogen-Versuch dieses zuniéchst aus- 
blieb, nach Zugabe von Jod aber sofort intensiv sich entwickelte. 
Beim Vergleich ergab sich dann eine etwas gréBere Farbintensitat 
des Stercobilins, auch beim spektroskopischen Vergleich, so daB 
hiernach das Stercobilin-Priparat wohl als weitgehend rein zu 
betrachten ist. Bei dieser Gelegenheit stellten wir auch fest, 
daB die bekannte schlagartige Umwandlung des Mesobilirubi- 
nogens in Urobilin durch Sonnenlicht nicht ersetzt werden kann 
durch das Licht der Quecksilber- Quarzlampe. 

Eine sehr kleine Menge in n/10-Natronlauge gelést und durch 
Natriumamalgam reduziert, zeigte nach einiger Zeit eme intensive 
Ehrlichsche Aldehydreaktion mit dem charakteristischen spektro- 
skopischen Befund. 

Die Krystalle wurden von Herrn Professor Dr. Steinmetz, 
Vorstand des Mineralogischen Instituts der Technischen Hoch- 

schule in Miinchen, untersucht, wofiir ich ihm 
zu besonderem Dank verpflichtet bin. Sein 
Befund ist folgender: ,,Dendritische Anhau- 
Orange. fungen sehr kleiner Krystalle zu korallen- 
rot baumartigen Gebilden (Fig.1). Das Einzel- 
krystallchen ist prismatisch mit paralleler Aus- 
léschung. Dichroismus: karmin-orangerot, d. h. 
Karminrot also Schwingungen parallel den Prismen 
Fig. 4. karminrot, senkrecht dazu orangerot.* 

Die Substanz schmilzt ganz unscharf bei 

1386—150°. Sie ist maBig hygroskopisch. 

Die Analysen beziehen sich auf vier Praparate, die aus vier 
verschiedenen Stuhlportionen isoliert wurden. Zur Analyse wurde 
bei 70° konstant getrocknet. 

1. 3,205 mg ergaben 0,228 com N bei 18°, 715mm = 7,85°/, N 




















4,446mg ,, 3,060mg H,O = 7,11 H Spur Asche 
4,446mg ,, 9,585 mg CO, =6§8,8 C 

2. 4,131mg ,,  0,384ccm N bei 21,5°, 716 mm = 8,83 N {sas a8/eAnohe 
4,285mg ,, 2,755 mg H,O = 7,19 H 
4,285mg ,, 9,680mgCO, =61,61 C 
3,340mg ,, 0,625 mg AgCl = 4,63 Cl 

3.3,110mg ,, 0,248ccmN bei 21°. 719mm = 8,76 N Spur Asche 
2,505mg ,, 1,620mgH,0 = 7,23 H  desgl. 
2,505mg ,, 5,600mgCO, = 60,97 C 
3,515 mg ,,  0,680mg AgCl = 443 Cl 
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4. 1,815 mg ergaken 0,147 ccm N bei 19°, 723mm — 9,01 “oN |sande) Anche 
0 
4,080mg ,, 2,685 mg H,O = 7,00 H 
4,080mg ,, 9,340mgCO, = 62,43 C 


Es ist unmoglich, eine sichere Formel aus diesen nicht gut 
iibereinstimmenden Werten zu bekommen. Der Durchschnitt der 
obigen Werte ist folgender: C = 60,95, H =7,15, N = 8,82, 
O = 19,29, Cl = 4,29. Die daraus sich berechnenden Atomverhilt- 
nisse sind: 

C= 485, H — 56, N= 4,9, 0 = 10,0, Cl = 1,0, 

also 5 Stickstoffatome, was héchst unwahrscheinlich ist. Be- 
trachtet man die Substanz als ein 4 Pyrrolkerne enthaltendes 
Gallenfarbstoffderivat, dann ergeben sich die folgenden Verhilt- 
nisse: C = 38,8, H = 44, N=8,9, O=8,0, Cl = 0,8, also die 
Formel C33H,,N,0,Cl. Diese hat 60,8°/, C, 6,7°/, H, 8,84°/, N, 
19,0°/, O, 5,2°/, Cl, Werte, die mit maBiger Abweichung des Wasser- 
stoffs und Chlors mit den analytischen Resultaten ziemlich gut 
iibereinstimmen. Es war sehr wiinschenswert, einen chlorfreien 
Korper aus dieser Substanz zu gewinnen. Zu diesem Zweck wurde 
die krystallisierte chlorhaltige Substanz in n/10-Natronlauge 
gelést, mit mdglichst wenig Hisessig angesiuert und mit Chloro- 
form ausgeschiittelt. Die Chloroformlésung wurde filtriert, iiber 
Natriumsulfat getrocknet und zu einem kleinen Volumen ein- 
gedampft; dann wurde sie in zehnfach so viel Petrolither gegossen, 
dabei flockte das Stercobilin aus, wurde iiber ein sehr kleines Filter 
filtriert, wie vorher in Essigester gelost und die Lésung vorsichtig 
auf ein geringes Volumen eingedampft. Beim Abkiihlen fiel die 
Substanz allmahlich aus, augenscheinlich in derselben Weise wie 
bei einer Krystallisation, doch war der so erhaltene Kérper meistens 
kugelig?) und ist bis jetzt nicht mit Sicherheit als krystallisiert 
anzusprechen gewesen. Herr Prof. Steinmetz hat diesen Kérper 
als eine héchst wahrscheinlich einheitliche Substanz charakteri- 
siert, die eine gewisse Neigung zu Krystallisation zeigt. Spektro- 
skopisch war dieser Kérper vom chlorhaltigen nicht zu unter- 
scheiden; der Schmelzpunkt war ebenso unscharf (116—148°) und 
die Léslichkeitsverhaltnisse waren identisch. 





1) Diese schlechte Krystallisationsfaihigkeit kann nur mit der leichten 
Zersetzlichkeit des Stercobilins zusammenhangen, denn auch bei Verwendung 
reinster, vollkommen einheitlich in prismenférmigen Nadeln krystallisierender 
Praparate wurden bis jetzt immer nur die kugelférmigen Abscheidungen 
beobachtet. Bei Vorhandensein von mehr Material wird wohl zweifellos 
auch hier eine einheitliche Krystallisation méglich sein. 
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Aus einem Gemisch von Essigester und Chloroform laBt sich 
die Substanz umlésen im Gegensatz zu dem Chlorkérper, der hierbei 


verschmiert. Die Analyse hatte folgende Ergebnisse: 
4,475 mg Substanz gaben 10,315 mg CO,, 3,265 mg H,O = 62,87°/, C, 


8,16°/, H 
2,085 mg Substanz gaben 0,177 ccm N (20,5°, 719mm) = 9,34 °/,N 
4,168 mg _,, » 9,825 mg CO,, 2,930 mg H,O = 64,29 %/, C 
7,86°/, H 
2,648 mg Substanz — 0,217 com N (18°, 719mm) = 9,00 °/,N 
3,715 mg %» 0,140 mg AgCl = 0,93 °/, Cl 


Chlor ist offensichtlich nur noch als Verunreinigung enthalten und als 

Atomverhiltnis berechnen sich bei Weglassung des Chlors: 
C = 7,65, H = 10,72, N = 1,0, O = 1,73, 

woraus sich durch Multiplikation mit 4 die Formel CypHy.-4,N,Og_, berechnet. 

Fiir das salzsaure Salz dieses K6rpers haben wir oben die 
Formel C,3;H,,N,O,C] aufgestellt, demgemaB muB ihm selbst die 
Formel C,3H,,N,O, zukommen. Wir geben hierfiir und fir die 
Formel mit 7 und 6 Sauerstoffatomen die nach der Theorie be- 
rechneten Werte: 

C33H,,N,O, C = 63,409, H = 7,059), N=8,979%, O= 20,50°/ 


C33H,,N,0, no 65, me. 26 a 9,2 or 


CisHyN,O, ., =66,80 ,=7,40 ,,=9,46  ,, = 16,00 

Beriicksichtigt man die nicht einwandfreie Krystallisation des 
zersetzlichen Kérpers, so diirfte fiir das Urobilin die eben genanute 
Formel mit 8 Sauerstoffatomen als einigermaBen wahrscheinlich 
zu bezeichnen sein. Die Molekulargewichtsbestimmung ergab in 
Campher nach Rast den Wert von 450. Hine zweite Bestimmung 
in Aceton als Lésungsmittel ergab den Wert 922. Offenbar handelt 
es sich in letzterem Fall um eine kolloidale Lésung. Es ist deshalb 
die Formel mit 83 C-Atomen und 8 Sauerstoffatomen mit einem 
gewissen Vorbehalt wiederzugeben, in Frage kame auch ein Spalt- 
produkt des Bilirubins. Man kénnte sich z. B. eine Abspaltung 
der beiden basischen Pyrrolkerne vorstellen, so daB das Sterco- 
bilin ein Pyrromethen, bestehend aus zwei Pyrrolpropionsaéuren 
wire. Der oxydative Abbau mu8 iiber diese Frage Klarheit 
bringen. Aus demselben Grunde wurde deshalb reines Mesobili- 
rubinogen genau demselben FraktionierungsprozeB wie oben bei der 
Gewinnung aus Kot unterzogen. Vorher wurde das Material langere 
Zeit in 25°/,iger HCl im Tageslicht stehen gelassen, bis die 
Ehrlichsche Probe negativ war, um die Urobilinbildung so spontan 
herbeizufiihren. Hierbei gelang die Gewinnung einer gering- 
fiigigen kugeligen Abscheidung, die nicht mit Sicherheit krystalli- 
siert war, aber im spektroskopischen Verhalten sehr ahnlich war 
einem zweiten K6rper, der als Nebenprodukt neben dem kry- 
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stallisierten Stercobilin in kugelférmigen Abscheidungen regel- 
maéBig zur Beobachtung gelangte. Dieser erinnert in Ligen- 
schaften und Verhalten an Mesobiliviolin; iiber ihn folgt in der 
nichsten Mitteilung ausfiihrlicher Bericht. 

Das krystallisierte Stercobilinchlorhydrat ist nicht allein aus 
pathologischem Stuhl, sondern ebenso aus normalem Stuhl regel- 
maéBig zu gewinnen und es handelt sich vor allen Dingen darum, 
nun weiter zu beweisen, da8 ein Gallenfarbstoffderivat vorliegt. Die 
Bihrubinsaure ist ein Spaltprodukt des Bilirubins, Mesobilirubins, 
das durch sehr gute Krystallisationsfihigkeit ausgezeichnet ist 
und fiir das eine ausgezeichnete Isolierungsmethode von H. Fischer 
und Rése?) ausgearbeitet ist, die auch als Mikromethode geeignet 
sein sollte. In der Tat gelang mir noch, bei Anwendung von 10 mg 
Bilirubin nach einiger Ubung die Bilirubinsiure in den charakte- 
ristischen Krystallen zu erhalten. Nach diesen Vorversuchen 
wurden 20 mg des Chlorhydrats dem Reduktionsverfahren mit 
Kisessig—Jodwasserstoff unterzogen. Die Ehrlishsche Probe war 
intensiv positiv, und in der iiblichen Weise wurde durch Aus- 
kuppeln mit Diazobenzolsulfosiure die die Ehrlichsche Probe 
erfiillende Fraktion abgetrennt. Der Restither gab eine Krystalli- 
sation vom Habitus der Bilirubinsiéure. Der Schmelzpunkt lag 
bei 159°, wahrend die reine Bilirubinsiure bei 187° schmilzt. 
Wir zweifeln nicht, da8 bei Anwendung von mehr Material die 
Bilirubinséure auch noch in vollig reinem Zustand abscheidbar 
sein wird. Bilirubin gibt bei der Salpetersiureoxydation kein 
Methylaithylmaleinimid, wohl aber Mesobilirubin und Mesobili- 
rubinogen*) (Urobilinogen). Die salpetersaure Oxydation des Meso- 
bilirubins fiihrt noch bei Verwendung von 2 bis 8 mg zum kry- 
stallisierten Methylathylmaleinimid und es lag nahe, das Stercobilin 
dem gleichen Verfahren zu unterziehen. Hierbei konnte bis jetzt 
kein Methylathylmaleinimid isoliert werden, jedoch werden die 
Versuche weiter fortgesetzt. 

Bei der Abscheidung des Stercobilins durch Fraktionierung 
wurde regelmaBig auch auf neue Pigmente untersucht. Auf den 
Befund eines Chlorophyllabkémmlings, der vielleicht identisch mit 
Chlorin e ist, wurde schon frither hingewiesen.*) Dieses Chlorin 
war auch reichlich im Stuhl eines Gesunden nachweisbar, der 
chlorophyllfrei ernéhrt wurde. Hiernach ist es mdglich, daB ge- 





1) Ber. chem. Ges. 45, 1579 (1912). 
2) Diese Z. 127, 319 (1923). 
8) H. Fischer u. A. Hendschel, Diese Z. 198, 33 (1931). 
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radeso wie Phylloerythrin andere Abbauprodukte vom Darm aus 
resorbiert und dann durch die Galle wieder ausgeschieden werden. 
Die Untersuchung von Galle mu8 hier weitere Aufklaérung bringen. 


Bei der Ausschiittelung des ersten Extraktes mit Salzsiiure 
(vgl. 8.58) und der spateren Extraktion mit Chloroform der 
abgestumpften salzsauren Lésung wurde regelmaBig eine schwarze, 
noch unbekannte Substanz ausgeschieden, die stets im mensch- 
lichen Stuhl enthalten ist, auch nach chlorophyllfreier, pigment- 
armer Ernaihrung. Sie hat eine verwaschene Absorption bei 450 
bis 500 my, erinnert also an Stercobilin, von dem es sich jedoch 
prinzipiell unterscheidet durch absolute Unloéslichkeit in Chloro- 
form und Ather, das Fehlen eines fluorescierenden Zinksalzes und 
negativer Ehrlichscher Reaktion, auch nach Reduktion mit 
Natriumamalgam. Der K6rper wird zur Zeit einer eingehenden 
Untersuchung unterzogen und es erfolgt hierttber Jemnachst Mit- 
teilung. Die Substanz ist auch weniger léslich in Alkohol. Sie 
kann gereinigt werden durch wiederholte Ausfallung aus einer 
konzentrierten 1°/jigen Natronlaugelésung durch Anséuern. Nach 
Auswaschen mit Chloroform und Ather, Lésung in Methylalkohol, 
Eindampfen und Kiihlen fiel die Substanz in Kugeln spontan aus, 
konnte aber bis jetzt nicht krystallisiert erhalten werden. Dieser 
K6rper ist durch Stehen in methylalkoholischer Salzséure ver- 
esterbar; auch Diazomethan ist geeignet. Nunmehr ist er in 
Chloroform léslich, in Ammoniak unléslich und scheidet sich beim 
Eindampfen der Chloroform-methylalkoholischen Lésung spontan 
aus, aber wieder nicht krystallisiert, sondern kugelig. Diese Sub- 


stanz enthialt 7,86°/, Methoxygruppen. 


Selbstverstindlich wurde besonders auf Porphyrine geachtet, 
um die Art des Porphyrins festzustellen und ferner, ob nicht mehr 
Porphyrinfalle des Typus III) auffindbar seien. Bei der Isolierung 
des Stercobilins blieben die Porphyrine in der 1°/jigen Salzsaure- 
lésung nach der letzten Chloroformausschittelung. Allerdings 
muBten auch die Niederschlige, die jeweilig nach Abstumpfen 
der Salzsiiurelésungen auftreten,:gesondert auf Porphyrin unter- 
sucht werden, da hiufig nicht unerhebliche Mengen adsorbiert 





1) Diese Z. 182, 265 (1929). 
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werden. Im Stuhl kommen vor allen Dingen Kopro- und Deutero- 
porphyrin in Frage, die beide eme niedrige Salzséurezahl besitzen 
und deshalb auf dem Wege der iiblichen Salzsdurefraktionierung 
nur schwierig zu trennen sind. H. Fischer fand nun, daB Deutero- 
porphyrin aus einer 0,2°/j,igen Salzsiurelésung mit Chloroform 
leicht extrahierbar ist, was bei Koproporphyrin nicht der Fall ist, 
und wir arbeiteten auf Grund dieser Tatsache sowie der Schwer- 
léslichkeit des Natronsalzes des Deuteroporphyrins im Gegensatz 
zur Leichtléslichkeit des Koproporphyrins ein neues Trennungs- 
verfahren aus. Man schiittelt ein kiinstliches Gemisch der beiden 
Porphyrine mit 1°/,iger Salzséure, verdiinnt die Salzsiurelésung 
auf das Zehnfache, also 0,1°/,, und extrahiert sodann des 6fteren 
mit kleinen Mengen Chloroform. 

Die Chloroformlésung wurde mit 10°/,iger Natronlauge aus- 
geschiittelt, dabei fiel sofort die Hauptmenge des Deuteropor- 
phyrins als Natriumsalz aus. Nach mehrstiindigem Stehen wurde 
diese Fallung fast quantitativ. Das Natriumsalz wurde abfiltriert, 
mit verdiinnter Natronlauge gewaschen, getrocknet und in 
15°/,iger Salzsiure gelést. Dann wurde es wieder mittels Ab- 
stumpfung der Salzsiure mit Natronlauge mit Ather extrahiert. 
Die atherische Lésung wurde zweimal durch doppeltes Filtrier- 
papier filtriert und weitgehend abgedampft. Nach der Kihlung 
krystallisierte das freie Deuteroporphyrin aus, wurde abgesaugt 
und in methylalkoholischer Salzsiéiure verestert. Wahrscheinlich 
wird man auch mit Erfolg direkt das Natriumsalz des Deutero- 
porphyrins auf Ester verarbeiten kénnen. 

Das Koproporphyrin blieb in der verdiinnten Salzsiéiurelésung 
zurick. Es wurde in Ather getrieben, die atherische Lésung zweimal 
durch doppeltes Filtrierpapier filtriert und vollstandig abgedampft. 
Der Riickstand wurde in einer kleinen Menge methylalkoholischer 
Salzsfiure verestert. Die Ester der beiden Porphyrine wurden wie 
iiblich behandelt, d.h. in Chloroform gelést, mit Wasser, Am- 
moniak, konzentrierter Kochsalzlésung und wieder Wasser ge- 
waschen, weitgehend eingedampft und mit heiBem Methylalkohol 
gemischt. Nach Wegdampfen des Chloroforms krystallisierten die 
Ester aus dem Methylalkohol. Die Schmelzpunkte der Kster 
bewiesen die Brauchbarkeit der Methode; sie stimmten auch im 
Mischschmelzpunkt mit den reinen Porphyrinestern iiberein. 

Die folgenden Porphyrinuntersuchungen an Stuhl wurden 
zum Teil vor der Ausarbeitung obiger Isolierungsmethode durch- 
gefiihrt; deshalb und auch wegen der zu kleinen vorhandenen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIV. 5 
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Mengen an Porphyrin konnte der Identifizierungsbeweis teilweise 
nur spektroskopisch erbracht werden. Hierzu wurde immer ein 
Vergleich mit bekannten Porphyrinlésungen durch Projektion der 
Spektren iibereinander vorgenommen. 


Befunde bei gesunden Menschen : 


Fall 1. a) Allgemeine Kost. 500g Stuhl. Deuteroporphyrin spektro- 
skopisch identifiziert. Dimethylester krystallisiert und wiederholt um- 
krystallisiert (Fig. 5). Schmelzp. 223°. Mischschmelzpunkt mit reinem Deutero- 
porphyrindimethylester, dem normalen Himin entsprechend , ergab keine 
Depression. Spektroskopisch waren sie auch ganz gleich. Nur Spuren Kopro- 
porphyrin in diesem Stuhl nachgewiesen. 

b) Fleischfreie Kost. 500 g Stuhl. Nur eine Spuf Koproporphyrin und 
kein Deuteroporphyrin war nachweisbar. 


Fall 2. a) Allgemeine Kost. 350 g Stuhl. Eine Spur Koproporphyrin 
lieB sich nachweisen. Kein Deuteroporphyrin. 

b) Fleisch- und chlorophylifreie, auch méglichst pigmentarme Kost. 
380 g Stuhl. Wieder eine Spur Kopro- und kein Deuteroporphyrin. 


Fall 3. Allgemeine Kost. 500g Stuhl. Kleine Mengen Kopro- und 
Deuteroporphyrin wurden beobachtet. Dieses Resultat bestatigte sich bei 
weiteren normalen Fallen. In einem Fall wurde bei fleischfreier Kost der 
krystallisierte Deuteroporphyrinester durch Herrn Professor Dr. Steinmetz 
krystallographisch mit aus Hamin gewonnenem Deuteroporphyrinester fiir 
identisch befunden. 


Bei perniziéser Anéimie: 


Fall 1. Fleischfreie Kost. Betrachtlich erhéhte Porphyrinmenge. Hier 
wurde das oben beschriebene Trennungsverfahren von Kopro- und Deutero- 
porphyrin angewandt. Deuteroporphyrin war nur in Spuren vorhanden. Der 
Koproporphyrinester schmolz bei 218°. Die Ausbeute war zu gering, um weiteres 
Umkrystallisieren zu erméglichen. 


Fall 2. Allgemeine Kost. Koproporphyrin in betrachtlich erhdéhter 
Menge vorhanden, spektroskopisch identifiziert. Deuteroporphyrin nicht 
beobachtet. 


Bei angeborenem hamolytischem Ikterus: 


Fall 1. a) Vor Entmilzung. Fleischfreie Kost. 1600 g Stuhl. Aus- 
gesprochener klinischer Beweis fiir einen erhéhten Blutzerfall: Ikterus, sehr 
erhéhte Urobilinausscheidung (im Stuhl fast 2g pro Tag). Viele Retikulo- 
cyten im kreisenden Blut. Die Milz stark vergréBert. Deuteroporphyrin im 
Stuhl in sehr erhéhter Menge. Leider scheiterte die Isolierung an Verunreini- 
gungen, die nach Veresterung noch vorhanden waren (zu dieser Zeit war die 
oben angegebene Methode noch nicht aufgefunden). Gleichzeitig wurde das 
kreisende Blut mit dem Fluorescenzapparat untersucht. Porphyrine waren 
nicht nachweisbar. 

b) Nach Entmilzung. Die Milz wog 800g. 600g wurden nach Zer 
kleinerung in einer Fleischfaschiermaschine folgenderweise auf Porphyrine 
untersucht: 300 g wurden nur einfach mit Eisessig—Ather einige Tage stehen- 
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gelassen und wiederholt mit Ather extrahiert. Hier war kein Porphyrin nach- 
weisbar. Da die Méglichkeit bestand, daB es in der Milz als komplexes Eisen- 
salz vorhanden sei, wurden die bleibenden 300g mit 1°/,igem Hydrazin- 
chlorhydrat in Eisessig stehengelassen. Nach 3 Wochen wurde dieses Gemisch 
wiederholt mit Ather extrahiert. Nur Protoperphyrin, dessen Vorhandensein 
durch Eisenabspaltung des Blutfarbstoffes leicht erklirlich war, wurde hier 
nachgewiesen. Demnach wurden schon vorhandene Porphyrine in der Milz 
nicht nachgewiesen. 5 Wochen nach Entmilzung wurden 500 g Stuhl dieser 
Patientin wieder auf Porphyrine untersucht. Zu dieser Zeit war sie ganz gesund, 
ohne Ikterus. Urobilinausscheidung im Stuhl war ungefihr 150 mg pro Tag 
Kein Deuteroporphyrin, sondern nur Spuren von Koproporphyrin waren 
nachweisbar. 


Fall 2. Stadium remissionis. Uberhaupt keine Porphyrine im Stuhl 
nachweisbar (nur 100 g Stuhl standen zur Verfiigung). 


Zusammenfassend méchte ich beziiglich der oben beschriebenen 
Befunde folgendes betonen: Deutero- und Koproporphyrin werden 
beide im menschlichen Stuhl zeitweilig gefunden. Das Deutero- 
porphyrin wurde aus Stuhl eines normalen Mannes rein kry- 
stallisiert erhalten und als Deuteroporphyrin, das sich vom nor- 
malen Blutfarbstoff ableitet, identifiziert. Hier ist es als héchst- 
wahrscheinlich aus Fleisch entstehend zu betrachten, denn nach 
fleischfreier Kost war es in diesem Fall (vgl. jedoch 8. 66) nicht 
mehr zu beobachten. Anders war es bei einem Fall von angeborenem 
hamolytischen Ikterus. Hier wurde schon bei einer fleischfreien Kost 
ziemlich viel Deuteroporphyrin gefunden ; 5 Wochen nach Entmilzung 
war es nicht mehr nachweisbar. Koproporphyrin wurde in normalem 
menschlichem Kot in kleinen Mengen beobachtet; bei pernizidéser 
Andmie trat es in erhéhter Menge auf. Es wurde aus Stuhl eines 
Falles krystallisiert erhalten. Es wird von groBem Interesse sein 
festzustellen, ob in allen Fallen pernizidser Anaimie stets Kopro- 
porphyrin vermehrt im Stuhl nachweisbar ist, ebenso, ob es sich in 
allen Fallen um Koproporphyrin I handelt oder ob nicht auch 
gelegentlich Koproporphyrin III zur Ausscheidung gelangt. 


Herrn Prof. Dr. Hans Fischer bin ich fir giitige Unter- 
stiitzung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 
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Uber Iso-uroporphyrin II, sowie Curtiusschen Abbau 
in der Pyrrolreihe.’) 
Von 
Hans Fischer und Erwin Thurnher. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. November 1931.) 


Uroporphyrin ist bis jetzt in der Natur nur selten auf- 
gefunden. Bei der Porphyrie wird es gelegentlich im Harn beob- 
achtet, in der Regel nur in geringen Mengen. Um so wichtiger 
wire die Gewinnung von weiteren Derivaten, die zu seiner Kenn- 
zeichnung dienen kénnen. In den Eigenschaften dem Uroporphyrin 
sehr ahnlich ist das Iso-uroporphyrin?), das sich vom Atioporphy- 
rin II ableitet, das als Oktamethylester prachtvoll krystallisiert 
und den Schmelzp. 283° besitzt.2) Die Untersuchung des Iso- 
uroporphyrinesters haben wir deshalb weiter fortgesetzt, um 
spiter dann mit Uroporphyrin die gleichen Umsetzungen voll- 
ziehen zu kénnen. Komplexes Silber, Magnesium, Zink- und Nickel- 
salz wurden in prachtvoll krystallisiertem Zustand erhalten. Das 
Silber ist in zweiwertiger Form wie bei anderen Porphyrinen®) in 
das Molekiil eingetreten, wie die Analyse beweist. Nicht in 
Ubereinstimmung damit steht die Reaktion nach Tschugaeff- 
Zerewitinoff, die ein aktives Wasserstoffatom ergibt. 

Curtius‘) hat vor einiger Zeit eine neue Gewinnungsmethode 
fiir «-Aminosiuren gefunden durch Umsetzung substituierter 
Malonsiuren bzw. ihrer Ester—Kaliumsalze mit Hydrazin. Die 
Hydrazide gehen bei der Behandlung mit salpetriger Saure in 
Azide iiber, die leicht Stickstoff abgeben unter Bildung des Iso- 
cyansdureesters bzw. bei Anwesenheit von Wasser Bildung der 





1) XXVIII. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine. XXVII. Mit- 
teilung vgl. H. Fischer, A. Treibs u. K. Zeile, Diese Z. 195, 1 (1931). 

2) H. Fischer u. P. Heisel, Liebigs Ann. 457, 83 (1927). 

’) z. B. Diese Z. 191, 36 (1930); 195, 53 (1931). 

4) Ber. chem. Ges. 54, 1430 (1921). 
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' entsprechenden Aminosiure. Bei Gegenwart von Alkohol ent- 

steht das Urethan. Bei Ubertragung dieser Reaktion auf das 

'  Malonsdurederivat Iso-uroporphyrin sollte sich die Synthese von 
Porphyrinen mit «-Aminopropionsiéure-Seitenketten erméglichen 
lassen, ebenso durch Vereinigung der Azide mit Aminosiuren, die 
peptidartige Angliederung letzterer, und von diesen Gesichts- 
punkten aus haben wir die Reaktion auf die Iso-uroporphyrin- 
reihe ubertragen, jedoch zuniéchst wegen der Kostbarkeit des 
Materials die Curtius-Abbaureaktion an den Bausteinen des Iso- 
uroporphyrins versucht. Ester—Kaliumsalz (I) des 2,4-Dimethy]- 
3-methyl-malonsaure-5-carbithoxypyrrols wurde in sein Hydr- 
azid ubergefiihrt (II): 


H cH. HCH, @f 
" | “cook >» ; | | * ~cooK 
NH NH 
I II 


Die geringe Ausbeute erlaubte jedoch die weitere praparative 
| Bearbeitung nicht. Deshalb wurde der I entsprechende Diithyl- 
: ester mit Hydrazinhydrat umgesetzt, wobei das Dihydrazid in 
ausgezeichneter Ausbeute entstand. Ein interessantes Verhalten 

zeigt dieses Dihydrazid beim Erhitzen auf héhere Temperatur. 


1 & Hier destilliert 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol ab, die kompli- 

' zierte Seitenkette ist also bei der Pyrroreaktion glatt abgesprengt 
worden. 

' Leider hat sich bis jetzt die analoge Reaktion bei Hydraziden 

von Porphyrinen nicht durchfiihren lassen. Sie ware wichtig fir 

; die Gewinnung von Porphyrinen mit freier Methingruppe. Die 


Versuche werden aber fortgesetzt. 
Bei Umsetzung des 2,4-Dimethyl-3-w-cyan-w-carbithoxy- 
athyl-5-carbathoxypyrrols (III)%), 


3 
r 
_COO0C,H; 
3 H,C;——CH, CH 
1 III | || “ow 
‘ H,C,00C\__-CH, 
» NH 


dessen Gewinnung betrichtlich vereinfacht wurde, entstand das 
Cyanhydrazid in schén krystallisiertem Zustand. Dieses und die 
bis jetzt beschriebenen Hydrazide sind stark basisch. Sie geben 





1) H. Fischer u. Wasenegger, Liebigs Ann. 461, 283 (1928). 
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schon krystallisierte Chlorhydrate, ebenso Acetate. Mit salpetriger 
Saure entstehen die durch Unbestiandigkeit ausgezeichneten Azide, 
die durch Umsetzung mit absolutem Alkohol die entsprechenden 
Urethane geben. 

Merkwiirdigerweise war es nicht mdglich, von diesen aus zu 
den Aminen zu gelangen. Nunmehr iibertrugen wir die Reaktion 
auf 4,4’-Dimethyl-8,8’-methylmalonséure-athyl-ester-5,5’-dicarb- 
iithoxypyrromethan, das mit Hydrazinhydrat in ausgezeichneter 
Ausbeute das Tetrahydrazid gibt: 

CONHNH, H,NHNOC_ 


CH,-CH HC-H 4 
| ~“CONHNH, H,NHNOC™ 
CH, os H, 


IV 


Azid und Urethan entstanden in guter Ausbeute, wobei in 
sekundirer Reaktion durch den EinfluB der salpetrigen Saure 
Oxydation zum Methen erfolgte. 

_NHCOOC,H; H,C,00CHN— 


H, CH, -CH HC-H,C-——CH, 
| " “NHCOOC,H, —_ H,C,00CHN~ | 
H,C,000!__! CH \ 0000,H; 


NH NH 
¥ 
Die Verseifung zu krystallisierten Produkten gelang letzten 
Endes nicht. Trotz dieser in bezug auf das Endziel wenig er- 
mutigenden Resultate iibertrugen wir doch die Reaktion auf den 
Iso-uroporphyrinester, weil dennoch die Méglichkeit vorhanden 
war, daf in der Porphyrinreihe die Reaktion besser gelingen wiirde. 


Ein Tetrakaliumsalz des Iso-uroporphyrinesters wurde er- 
halten, die Ausbeute war aber auch hier so gering, daB wiederum 
die Reaktion mit dem Oktamethylester selbst durchgefiihrt werden 
muBte. Hierbei entstand in ausgezeichneter Ausbeute das Okta- 
hydrazid, das allerdings bei der Analyse ein Defizit im Stickstoff 
ergab. 

DaB die Reaktion in so guter Ausbeute verléuft, erscheint 
uns sehr bemerkenswert, denn vielfach werden ja in der Natur 
partiell carboxylierte Koproporphyrine beobachtet und oft ist es 
schwer, durch die Analyse allein die Anzahl der Carboxylgruppen 
festzulegen, weil die Unterschiede bei der Elementaranalyse an- 
gesichts des groBen Molekiils nicht sehr groB sind und die Methoxy]- 
bestimmungen bei den Porphyrinen mit hédherer Carboxylzahl 
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nicht absolut zuverlassig sind. Die Analyse der Hydrazide wird 
hier vielleicht tber die Anzahl der Carboxylgruppen Auskunft 
geben kdénnen angesichts des starken Anwachsens des Stickstoffs. 

Das Oktahydrazid gab unter den gleichen Bedingungen wie 
in der Pyrrolreihe das Oktaazid, das bemerkenswerterweise trotz 
des groBen Molekils explosiv ist. 0,4 g Iso-uroporphyrin-oktaazid 
zertriummerten einen Exsiccator beim Trocknen im Vakuum unter 
Explosion. 

Endlich untersuchten wir die Einwirkung von konzentrierter 
Salpetersfure auf Iso-uroporphyrinester. Hier wurde ein schén 
krystallisierter Mono-nitrokérper erhalten, wahrend Uro- und 
Koproporphyrin Dinitrokérper!) gegeben hatten, die weiter charak- 
terisiert wurden durch sch6én krystallisiertes Komplexsalz mit 
Kisen, Kupfer, Silber. Die Chlorinreaktion beim Iso-uroporphyrin- 
oktamethylester—Hisensalz wurde mit positivem Erfolg durch- 
gefiihrt, die Ausbeute war aber so gering, daB das Chlorin nur 
spektroskopisch nachweisbar war. 


Versuche. 


2,4-Dimethyl-3-(q@-cyan, w-carbathoxy)-iathyl-5-carbathoxypyrrol. ) 


40 g 2,4-Dimethyl-3-(w-cyan-w-carbithoxy)-vinyl-5-carbiath- 
oxypyrrol werden in 8 Liter Alkohol gelést und mit Hisessig 
schwach angesiuert. Man gibt nun 83—4°/,iges Natriumamalgam, 
am besten in groBen Stiicken 20g weise zu, 10—12mal mehr 
als der Theorie entspricht. Durch Zugabe von Hisessig mu8 darauf 
geachtet werden, daB die Lésung nie alkalisch wird. Am besten 
arbeitet man bei 30—35°. Nach Verbrauch der halben Menge 
Natriumamalgam erhitzt man, bis sich alles gelést hat und kihlt 
dann wieder auf 40° ab. Nun hydriert man weiter, bis eine Probe, 
aus Alkohol—Wasser umkrystallisiert, einen Schmelzpunkt von 
133° hat. Das Ungeléste wird abfiltriert, die Mutterlaugen ein- 
geengt und mit Wasser gefallt. Ausbeute 90—95°/, der Theorie. 


2,4-Dimethyl-3-(w-cyan, «-hydrazid)-athyl-5-carbathoxypyrrol. 


20 g 2,4-Dimethyl-3-(w-cyan, w-carbithoxy) -athyl-5-carb- 
athoxypyrrol werden in 100 ccm Alkohol gelést und mit etwas 





1) H. Fischer u. Hilger, Diese Z. 149, 68 (1925); H. Fischer u. Fré- 
wis, Liebigs Ann. 195, 54 (1931). 
2) Vgl. Liebigs Ann. 461, 283 (1928). 
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mehr als der theoretischen Menge (4 g) Hydrazinhydrat 10 bis 
15 Stunden am RickfluBkihler auf dem Wasserbad erhitzt. Der 
feste Krystallkuchen, der sich bildet, wird nach einiger Zeit még- 
lichst scharf abgesaugt und mit wenig eiskaltem Alkohol gewaschen. 
Wenn die Ausbeute zu gering ist, wird das Filtrat eingeengt und 
nochmals erhitzt. Das Rohprodukt ist zur Weiterverarbeitung 
geniigend rein. Das erhaltene Produkt kann im Extraktionsapparat 
aus absolutem Alkohol umkrystallisiert werden, da es in Alkohol 
und den meisten organischen Lésungsmitteln, wie Benzol, Aceton, 
Chloroform, Petrolather, Ather usw., sehr schwer léslich ist. Léslich 
ist es in Hisessig unter Bildung des essigsauren Salzes. In Salz- 
siure geldést, entsteht das salzsaure Salz des Hydrazids. Mit Ammo- 
niak behandelt, erhalt man das freie Hydrazid wieder zuriick. Der 
K6rper krystallisiert in weiBen Nadeln vom Schmelzp. 192°. Aus- 
beute betrigt etwa 80—90°/, der Theorie. 


4,730 mg Substanz gaben 9,685 mg CO,, 2,605 mg H,O. 


3,132 mg_i,, » 0,568 com N (20°, 719 mm). 
C,;H,O;N, Ber. C 56,11°/, H 6,479/, N 20,14%, 
Gef. ,, 55,84 ,, 6,16 », 19,99 


2,4-Dimethyl-3-(@-cyan, w-azid)-athyl-5-carbathoxypyrrol. 

2g 2,4,-Dimethyl-3-(w-cyan, w-hydrazid)-athyl-5-carb- 
aithoxypyrrol werden in einem Becherglas (2 Liter) mit 500 cem 
etwa normaler Salzsiure bei 70° zur fast klaren Losung gebracht. 
Es muB8 gleich filtriert und verarbeitet werden, da sonst das salz- 
saure Salz ausfallt. Zu der eisgekiihlten Lésung ]4Bt man unter 
kraftigem Umriihren und Reiben an der Glaswand aus einem 
Tropftrichter eine Lésung von NaNO, in Wasser flieBen. Die 
Umsetzung erfolgt sofort, indem das Azid sich krystallinisch ab- 
scheidet. Wenn eine filtrierte Probe durch NaNO, nicht mehr 
getriibt wird, saugt man den Niederschlag ab, wascht ihn gut mit 
Wasser aus, trocknet ihn erst auf Ton, dann im Vakuumexsiccator 
iiber konzentrierter Schwefelsiure und Atzkali. Das Azid muf 
gleich in Urethan ibergefiihrt werden, da es unbestindig ist. 
Aus diesem Grunde muBte die Analyse ausbleiben. Ausbeute: 8,2 g. 


2,4-Dimethyl-3-(w-cyan, w-urethan)-athyl-5-carbathoxypyrrol. 


5 g vollkommen trockenes 2,4-Dimethyl]-8-(w-cyan, w-azid)- 
aithyl-5-carbithoxypyrrol werden mit 50 ccm absolutem Alkohol 
1 Stunde lang am RiickfluBkiihler gekocht. Bei gelindem Er- 
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warmen der alkoholischen Lésung beginnt eine stiirmische Stick- 
stoffentwicklung. Nach LEinengen der alkoholischen Lésung 
krystallisiert beim Erkalten das Urethan in Form von feinen 
Prismen aus, die aus Alkohol gereinigt werden kénnen. Schmelz- 
punkt 226°, Ausbeute betrigt 3,8 g. 


4,321 mg Substanz gaben 9,351 mg CO,, 2,734 mg H,O. 


3,217 mg i » 3,79 ccm N (18°, 724 mm). 
C,;H.,0,N, Ber. C 58,60°/, H 6,89°/, N 13,68°/, 
Gef. ,, 59,04 »» 7,08 », 13,18 


2,4-Dimethyl-3-(6-methylmalonsauredihydrazid)-5-carbathoxypyrrol. 


20 g 2,4-Dimethyl-3- (8-Methylmalonsiureithylester-5-carb- 
athoxypyrrol werden in 200 cem Alkohol gelést und etwas mehr 
als die theoretische Menge (8 g) Hydrazinhydrat zugegeben. Nach 
10—15stiindigem Kochen am Riickflu8kiihler krystallisierte das 
Hydrazid in schénen weiBen Nadeln vom Schmelzp. 222°. Durch 
Kinengen der Mutterlaugen kann eine zweite Krystallisation er- 
halten werden. Das getrocknete Produkt wird mit Alkohol extra- 
hiert. Ausbeute betrigt etwa 90°/, der Theorie. 


4,068 mg Substanz gaben 7,510 mg CO,, 2,455 mg H,0. 


2,528 mg “8 » 0,510 ccm N (20°, 719 mm). 
C,3H,,0,N, Ber. C 50,16%/, H 6,75°/, N 22,51°/, 
Gef. ,, 50,35 vs Gae «ae 


Beim LErhitzen von 2,4-Dimethyl]-3-(6-methylmalonsiuredi- 
hydrazid)-5-carbithoxypyrrol auf freier Flamme_ schmilzt es 
plétzliich und das Reaktionsprodukt destilliert in dem kalteren 
Teil der Rohre. Umkrystallisieren aus Alkohol—Wasser, Schmelz- 
punkt 123°, Mischschmelzpunkt mit 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy- 
pyrrol ergab keine Depression. 


2,4-Dimethy]-3-(/-methylmalonsaurediazid)-5-carbathoxypyrrol. 


5 g  2,4-Dimethyl]-3-(8-methylmalonsiuredihydrazid)-5-carb- 
athoxypyrrol werden in einem Becherglas mit 500 ccm etwa n. 
Salzséure bei 70° zur fast klaren Lésung gebracht (es mu8 gleich 
filtriert und weiterverarbeitet werden, da sonst das salzsaure Salz 
ausfallt). Dazu 148t man unter Hiskihlung aus einem Tropf- 
trichter unter kraiftigem Umrihren eine Lésung von Natrium- 
nitrit in Wasser flieBen. Die Umsetzung erfolgt sofort, indem sich 
das Azid krystallinisch abscheidet. Wenn eine abfiltrierte Probe 
der Lésung durch einen Tropfen Nitritlésung nicht mehr getriibt 
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wird, saugt man den Niederschlag scharf ab, wascht ihn gut mit 
Wasser und trocknet ihn erst auf Ton, dann im Vakuumexsiccator 
iiber konzentrierter Schwefelsiure und Atzkali. Da das Azid un- 
bestandig ist, muB es gleich in Urethan ibergefiihrt werden. 
Analyse konnte aus diesem Grunde nicht gemacht werden. Aus- 
beute: 3,8 g. Ein Ansatz von 10 g explodierte beim Trocknen im 
evakuierten Exsiccator. Aus den Riicksténden konnte durch 
Extrahieren mit Alkohol nichts zur Krystallisation gebracht 
werden. 


2,4-Dimethyl-3-(/-methylmalonsaurediurethan)-5-carbathoxypyrrol. 


5 g trockenes 2,4-Dimethyl-3-(6-methylmalonsaurediazid)-5- 
carbathoxypyrrol werden mit 50 ccm absolutem Alkohol 1 Stunde 
lang am RiickfluBkihler gekocht. Beim gelinden Erwarmen der 
alkoholischen Lésung beginnt eine stiirmische Stickstoffentwick- 
lung. Nach Einengen der alkoholischen Lésung krystallisiert beim 
Erkalten das Urethan in Form von feinen weiBen Nadeln aus. 
Aus Alkohol umkrystallisierbar. Schmelzp. 172°. Ausbeute: 4,1 g. 


4,870 mg Substanz gaben 9,880 mg CO,, 3,140 mg H,O. 


3,545 mg "= » 0,862 ccm N (17°, 717 mm). 
C,,H,,O,N,; Ber. C 55,28°/, H 7,32°/, N 11,36°/, 
Gef. ,, 55,33 ey P| »» 11,34 


Tetrakaliumsalz des Iso-uroporphyrinoktamethylesters. 


0,5 g frisch umkrystallisierter Iso-uroporphyrinoktamethyl- 
ester werden in 50 cem Methylalkohol und 100 cem Pyridin gelést 
und mit etwas mehr als der berechneten Menge KOH (0,14 g) 
2 Stunden am Riickflu8kihler gekocht. Das Tetrakaliumsalz 
scheidet sich amorph ab, das fiir die Analyse durch Lésen in wenig 
Wasser und vorsichtiges Fallen mit Methylalkohol gereinigt werden 
kann. Ausbeute: 0,4 g dunkelrotes amorphes Pulver. 

3,22 mg Substanz gaben 1,15 mg K,SQ,. 

CyH,.0,.N,K, Ber. K 15,00°/, Gef. 15,81°/. 

Spektroskopische Messung in Wasser ergab folgende Werte: 

I. 612,2; II. 563,9; ITI. 538,7; IV. 504,2. 


Silbersalz des Iso-uroporphyrinoktamethylesters. 


Das Komplexsalz des Esters mit Silber erhalt man leicht, 
wenn man 0,5 g Iso-uroporphyrinoktamethylester in médglichst 
wenig Hisessig lést und mit frisch dargestelltem Silberacetat im 
Uberschu8 1/, Stunde am Riickflu8kiihler erhitzt, bis Komplex- 
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| ff salzspektrum eindeutig zu sehen ist. Hierauf versetzt man mit 

r [ Chloroform, entfernt den Eisessig durch mehrmaliges Auswaschen 
mit Wasser, engt ein und fallt das Silbersalz mit Methylalkohol. 
Es krystallisiert in Ameiseneiern éhnlichen Formen vom Schmelz- 

- §& punkt 315°. Ausbeute 0,38 g Silbersalz. 

4,880 mg Substanz gaben 9,865 mg CO,, 2,170 mg H,O, 0,495 mg Ag. 


3,137 mg - » 0,157 ccm N (19°, 721 mm). 
; CygH530:,5N,Ag Ber. C 54,90°/, H 5,09°/, N 5,34°/, Ag 10,28°/, 
Gef. ,, 55,13 », 4,97 »» 5,55 » 10,14 


Die spektroskopische Messung in Chloroform ergab folgende Werte: 
I. 570,2—552,4; II. 534,9—517,8. 
561,3 526,4 
Die Untersuchung des Silbersalzes auf aktiven Wasserstoff nach der 
Methode von Zerewitinoff ergab folgendes: 
0,0563 g Substanz geben bei 24° und (717—16) = 701 mm 0,8 ccm CH,; 
Gef. 0,6, entspricht also einem aktiven Wasserstoffatom. 
(16 = Dampftension des Pyridins.) 








Phyllin des Iso-uroporphyrinoktamethylesters. 


0,1 g Magnesiumspine werden in einem Uberschu8 von mit 
absolutem Ather verdiinntem Methylbromid in Lésung gebracht. 
Zu dieser Grignardverbindung gibt man tropfenweise 0,3 g Iso- 
uroporphyrinoktamethylester, in 80 ccm Pyridin gelést, zu. Das 
Ganze wird 8—4 Stunden unter gelindem Sieden gehalten, bis das 
Porphyrinspektrum verschwunden und nur noch reines 2bandiges 
Phyllinspektrum zu sehen ist. Alsdann wird die Grignard- 
verbindung mit Methylalkohol und Wasser versetzt und aus- 
geithert. Nach Einengen des Athers und des im Ather gelésten 
Pyridins bis zur Trockene im Vakuum wird aus Chloroform—Methy]- 
alkohol umkrystallisiert. Es krystallisiert in Prismen vom Schmelz- 
punkt 289° aus. Ausbeute 0,07 g. 

Die spektroskopische Messung in Chloroform ergab folgende Werte: 

I. 591,2—575,7; II. 552,0—540,0. 








583,4 546,0 
5,321 mg Substanz gaben 11,62 mg CO,, 2,53 mg H,O, 0,198 mg MgO. 
3,137 mg - », 0,157 com N (19°, 721 mm). 
C,,H,.0;,N,Mg Ber. C 59,71°/, H 5,43°/, N 5,81°/, Mg 2,52°/, 
Gef. ,, 59,58 »» 5,32 »» 6,02 » 2,83 


Nickelsalz des Iso-uroporphyrinoktamethylesters. 


Iso-uroporphyrinoktamethylester wird in wenig Eisessig gelést 
und mit Nickelsalzlésung 4—5 Minuten gekocht, bis Komplex- 
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salzspektrum eindeutig zu sehen ist. Hierauf versetzt man mit 
Chloroform, entfernt den Eisessig durch mehrmaliges Auswaschen 
mit Wasser, engt ein und fallt mit Ather. Es krystallisiert in 
Rhomben und schmilzt nicht bis 300°. 

4,934 mg Substanz gaben 10,32 mg CO,, 2,35 mg H,O, 0,372 mg NiO. 


CysHs20,.N,Ni Ber. C 57,65°/, H 5,24°/, Ni 5,61°/, 
Gef. ,, 57,16 ,, 5,34 ,» 5,94 


Zinksalz des Iso-uroporphyrinoktamethylesters. 


Iso-uroporphyrinoktamethylester wird in wenig Eisessig geldst 
und mit Zinkacetat im Uberschu8 4—5 Minuten gekocht, bis 
Porphyrinspektrum vollkommen verschwunden ist. Hierauf ver- 
setzt man mit Chloroform, entfernt den Eisessig durch mehr- 
maliges Auswaschen mit Wasser, engt ein und fallt mit Ather. Er 
krystallisiert in Ameiseneiern éhnlichen Gebilden und schmilzt nicht 
bis 800°. 

4,532 mg Substanz gaben 9,539 mg CO,, 2,029 mg H,0, 0,386 mg ZnO 

3,541 mg ss » 0,175 ccm N (18°, 719 mm). 


CygHeoOigNyZn Ber. C 57,27°/) H 5,21°/, N 5,57%/, Zn 6,50°/, 
Gef. ,, 57,42 ,, 5,01 ,, 5,50 ,, 6,85 


Mononitroisouroporphyrinoktamethylester. 


0,8 g Iso-uroporphyrinoktamethylester trigt man in 30 ccm 
eisgekiihlte HNO, (1,48) ein, laBt 20 Minuten stehen und gieBt 
dann das Reaktionsgemisch auf Eis. Hs tritt ein griiner amorpher 
Niederschlag von Nitroisouroporphyrinnitrat auf. In der Kalte 
wird mit eisgekihltem Ammoniak bis zur alkalischen Reaktion 
versetzt. Der Mononitrok6rper fallt in Form von rétlichen Flocken 
aus, der nach Trocknen im Exsiccator aus Chloroform—Methy]- 
alkohol umkrystallisiert wird. Er _ krystallisiert in schénen 
Prismen vom Schmelzp. 240° aus. Es geniigt 2maliges Um- 
krystallisieren, um den Ké6rper analysenrein zu erhalten. Aus- 


beute betragt 0,22 g. 


4,640 mg Substanz gaben 9,910 mg CO,, 2,280 mg H,0O. 
4,200 mg Pa » 0,274 ccm N (18°, 722 mm). 
C,y.H;30;,N; Ber. C 58,34°/, H 5,48°9/, N 7,09°/, 
Gef. ,, 58,25 »» 5,50 » tone 


Die spektroskopische Lésung in Chloroform ergab folgende Werte (neu- 


trales Spektrum): 
I. 629,1; II. 574,1; IIT. 537,9; IV. 504,2. 


Spektrum in Salzsaure: 
I. 620,6; II. 573,0. 
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Eisensalz des Mononitroisouroporphyrinoktamethylesters. 


Nitroporphyrin wird in méglichst wenig Eisessig in der Hitze 
gelést und einige Tropfen einer Lésung von Ferroacetat (aus 
Ferrum reduct.) und Natriumchlorid in Eisessig zugegeben und 
kurz aufgekocht. Beim Erkalten scheiden sich Prismen ab, die 
aus Chloroform—Ather umkrystallisiert werden. Schmelzp. 279°. 

3,451 mg Substanz gaben 6,720 mg CO,, 0,131 mg H,O, 0,252 mg Fe,0,. 

3,012 mg on »» 0,141 cem N (20°, 720 mm). 

CysH;:0,,N;FeCl Ber. C 53,45°/, H 4,86°/, N 6,50°/, Fe 5,18°/, 
Gef. ,, 53,11 35 4,57 », 6,42 » 5,10 


Kupfersalz des Mononitroisouroporphyrinoktamethylesters. 


Nitroporphyrin wird in moglichst wenig Eisessig gelést und 
mit Kupferacetat im Uberschu8 einige Minuten gekocht, bis 
Komplexsalzspektrum eindeutig zu sehen ist. Hierauf versetzt 
man mit Chloroform, entfernt den Hisessig durch mehrmaliges 
Waschen mit Wasser, engt ein und fallt mit Ather. Es krystallisiert 
in femen Naédelchen vom Schmelzp. 280°. 

4,668 mg Substanz gaben 9,345 mg CO,, 2,130 mg H,O, 0,373 mg CuO. 

3,415 mg a » 0,213 cem N (19°, 720 mm). 

CygH,10;,N;Cu Ber. C 54,86°/, H 5,00°/, N 6,67°/, Cu 6,05°/, 
Gef. ,, 54,60 », 5,10 » 6,91 », 6,38 


Silbersalz des Mononitroisouroporphyrinoktamethylesters. 


Nitroporphyrin wird in Eisessig gelést und mit Silberacetat 
im UberschuB 4—5 Minuten gekocht. Weiterverarbeitung vel. 
Cu-Salz. 
4,435 mg Substanz gaben 8,578 mg CO,, 1,906 mg H,O, 0,440 mg Ag. 
3,040 mg as »  0,179ccm N (20°, 717 mm). 
CysH;20,,N;Ag Ber. C 52,64°/, H 4,789/, N 6,40°/, Ag 9,85%/, 
Gef. ,, 52,75 », 4,80 »> 6,47 »» 9,92 


Chiorin des Iso-uroporphyrinoktamethylesters. 
0,5 g des Kisenkomplexsalzes des Iso-uroporphyrins werden 


in 120 cem Amylalkohol und 14,8 g Natrium unter Wasserstoff- 
» atmosphére zum Kochen erhitzt. Das Hiamin geht mit roter 
' Farbe in Lésung, triibt sich aber bald unter Abscheidung eines 
p gallertartigen hellroten Niederschlages, der jedoch bald wieder in 
_ Lésung geht mit blaugriiner Farbe. Nach 3—4stiindigem Kochen 
» ist das Natrium bis auf einen kleinen Rest in Lésung gegangen. 


' Nun gibt man vorsichtig 100—150 ccm Sprit zu und kocht noch 
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solange weiter, bis das Natrium verschwunden ist. Nach dem 
Abkihlen iibersiuert man schwach mit 10°/,iger Salzsiure. Die 
Lésung hat nun ihre Sauerstoffempfindlichkeit eingebiBt und 
kann so an die Luft gebracht werden. Im Scheidetrichter trennt 
man die wiBrige Schicht ab, versetzt die amylalkoholische Lésung 
mit viel Ather und schiittelt mit verdiinnter Natronlauge (etwa 
1—2°/,ig) solange aus, als noch Farbstoff in dieselbe iibergeht. 
Zur Entfernung von Amylalkohol athert man die alkalische Lésung 
einige Male aus. Die Lauge, welche die bei der Reaktion ent- 
standenen Farbstoffe mit olivgriiner Farbe und stark roter 
Fluorescenz in Lésung enthaélt, wird sodann auf 50° erwarmt 
und 1 Stunde lang Luft durchgeleitet, wobei der Perhydrok6rper 
zum Chlorin dehydriert wird. Man siuert nun im Scheidetrichter 
unter Ather so stark an, daB das Chlorin in der waBrigen Schicht 
verbleibt, wahrend die Komplexsalze in den Ather iibergehen. 
Die Ausbeute war so gering, daB sich Chlorin nur spektroskopisch 
nachweisen lieB. 


Spektrum in Ather: 
I. 648,8—642,0; II. 497,6—482,4. 
645,4 490,0 








4,4’-Dimethyl-38,8’-di-3-methylmalonsauredihydrazid-5,5'-dicarbathoxy- 
pyrromethan. 


10 g 4,4’-Dimethy]-3,8’-di-f-methylmalonsaure-athylester-5,5’- 


mit etwas mehr als der theoretischen Menge Hydrazinhydrat 
10—15 Stunden am RiickfluBkiihler auf dem Wasserbad erhitzt. 
Die Krystalle, die sich bilden, werden nach einiger Zeit méglichst 
scharf abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. Ist die Ausbeute 
zu gering, wird das Filtrat eingeengt und nochmals erhitzt. Das 
Rohprodukt ist zur Weiterverarbeitung geniigend rein. Hs ist in 
allen organischen Lésungsmitteln unldslich. Léslich in Salzsaure 


unter Bildung des salzsauren Salzes. Mit Ammoniak behandelt, 
erhilt man das freie Hydrazid wieder zuriick. Ausbeute 8 g vom fF 
Schmelzp. 155°. Fiir die Analyse wurde es in Salzséure gelést und F 


mit Ammoniak gefallt. Das Hydrazid ist sehr hygroskopisch. 


4,122 mg Substanz gaben 7,390 mg CO,, 2,680 mg H,O. 
3,810 mg i. +» 0,742 ccm N (17°, 716 mm). 
C,;Hy,0,Ni9 Ber. C 49,48°/, H 6,32°/, N 23,09°/, 
Gef. ,, 49,00 »9 U920 », 21,60 
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4, 4'-Dimethy]-3, 3’-di-3-methylmalonsaurediazid-5,5'-dicarbiithoxy-pyrro- 
__ methen. 

Wird aus 4,4’- Dimethyl -3,3’-di-8-methylmalonsaure - dihy - 
drazid-5,5’-dicarbathoxy-pyrromethan in wiederholt beschriebener 
Weise gewonnen. Die Analyse konnte wegen der Unbestindigkeit 
nicht durchgefiihrt werden, vielmehr erfolgte sofort seine Um- 
setzung zum 
4,4'-Dimethy]-3,3'-di-/-methylmalonsadurediurethan-5,5'-dicarbathoxy- 

pyrromethen. 

5 g trockenes 4,4’-Dimethy]-3,3’-di-8-methylmalonsaurediazid- 
5,5'-dicarbéthoxy-pyrromethen werden mit 50 ccm absolutem 
Alkohol 1 Stunde lang am Riickflu8kihler gekocht. Beim gelinden 
Erwarmen der alkoholischen Lésung beginnt eine stiirmische 
Stickstoffentwicklung. Nach Einengen der alkoholischen Lésung 
krystallisiert beim Erkalten das Urethan in Form von roten 


Nadeln aus, die aus Alkohol gereinigt werden kénnen. Schmelz- 
punkt 266°. 


4,367 mg Substanz gaben 9,951 mg CO,, 2,525 mg H,O. 


2,825 mg = » 0,296 com N (18°, 723 mm). 
C33H,,0,2N, Ber. C 54,98°/, H 6,72°/, N 11,66°/, 
Gef. ,, 55,46 », 6,47 », 11,69 
Iso-uroporphyrinoktahydrazid. 


0,5 g Iso-uroporphyrinoktamethylester werden in 20 ccm 
Methylalkohol und 10 cem Hydrazinhydrat ungefaihr 80 Stunden 
am RiickfluBkihler auf dem Wasserbad erhitzt. Es hatte sich 
dann in der Reaktionsfliissigkeit das Oktahydrazid gebildet, das, 
nachdem es in fast allen Lésungsmitteln unldslich war, aus Salz- 
siure-Ammoniak gereinigt wurde. Zur weiteren Reinigung wurde 
das umgefallte Produkt nochmals mit heifem Chloroform aus- 
gezogen, um noch vorhandenes Porphyrin herauszulésen. Bis 800° 
erhitzt, zeigt die Substanz keinen Schmelzpunkt. 


4,570 mg Substanz gaben 8,460 mg CO,, 2,518 mg H,0. 


3,370 mg - »» 0,792 com N (18°, 723 mm). 
CyoHs40sNoo Ber. C 50,93°/, H_ 5,77°/, N 29,72°/, 
Gef. ,, 50,49 Ge = 


Nach der Analyse, insbesondere dem Defizit im Stickstoff, ist die voll- 
kommene Reinigung nicht gelungen, womit ein Methoxylgehalt von etwa 
1,5°/, in Ubereinstimmung steht. 


In der Resorcinschmelze wird der Kérper teilweise in Eis- 


' essig—Ather unléslich und spektroskopisch beobachtet man ein 
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Porphyrinspektrum, das bei der Projektion mit Koproporphyrin 
nach Violett, mit Desoxophyllerythrin nach Rot, mit Deutero. 
porphyrin eine Spur nach Violett verschoben ist. Die Beob- 
achtung wird weiter verfolgt. 


Iso-uroporphyrinoktaazid. 

0,5 g Iso-uroporphyrinoktahydrazid werden in einem Becher- 
glas mit n. Salzsiiure bei gewOhnlicher Temperatur zur klaren 
Lésung gebracht. Zu der eisgekiihlten Losung laBt man unter 
kraftigem Umriihren und Reiben an der Glaswand aus einem 
Tropftrichter eine Lésung mit Natriumnitrit in Wasser flieBen. 
Die Umsetzung erfolgt sofort, indem das Azid sich abscheidet. 
Wenn eine abfiltrierte Lésung durch Natriumnitrit nicht mehr 
getriibt wird, saugt man den Niederschlag ab, wascht ihn gut 
mit Wasser aus und trocknet ihn auf Ton. Das Azid kann aus 
Chloroform—Ather umkrystallisiert werden. Beim Evakuieren von 
ungefihr 0,4 g explodierte es so heftig, daB der Exsiccator zer- 


triimmert wurde. 

















Uber Nitratspeicherung bei héheren Meeresalgen. 
Von 
Svante Suneson. 





































(Aus dem botanischen Laboratorium der Universitat Lund, Schweden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. November 1931.) 


Durch mehrere Untersuchungen ist es bekannt, daB Pflanzen 
in ihren Geweben Nitrat bis zu merklicher Konzentration auf- 
speichern kénnen. Fiir die héheren Meeresalgen kennen wir diese 
Fahigkeit durch Arbeiten von Nathansohn?!) und Kylin.?) 
Nathansohn gibt fir Codium tomentosum einen Salpeter- 
gehalt des Frischgewichtes von 0,1°/) (in einem Falle sogar 0,3°/,) 
NaNO, an, wihrend das Meerwasser an dem fraglichen Fundort : 
‘ nur 0,002°/, NaNO, enthielt. 

Mittels der Diphenylaminreaktion haben Nathansohn und 
Kylin eine Anzahl Algen auf das Vorkommen von Nitrat ge- 
prift. Nathansohn erwéhnt etwa 10 Arten aus verschiedenen 
Gruppen, bei denen er im allgemeinen eine Nitratanhéufung 
nachweisen konnte. Eine Art, Dictyota dichotoma, fand er 
dagegen immer salpeterfrei und weist in diesem Zusammenhang 
auf die Moglichkeit hin, daB irgendwelche stoffwechselphysio- 
logische Besonderheiten vorliegen kénnen. Kylin hat etwa 
20 Arten gepriift. Von diesen zeigten die Griinalgen, 2 Arten, 
eine deutliche, aber nicht besonders starke Salpeterreaktion. Die 
Braunalgen, 7 Arten, gaben im allgemeinen keine oder nur eine 
schwache Reaktion. Bei den Rotalgen dagegen konstatiert Kylin 
eine groBe Verschiedenheit in der Fahigkeit, Nitrat aufzuspeichern. 
Er fand einige Arten mit starker Nitratanhiufung, andere mit 
kleimem Salpetergehalt, und wieder andere, die Salpeter in nach- 
weisbarer Menge entbehrten. Dies deutet nach Kylin auf grobe 
stoffwechselphysiologische Verschiedenheiten zwischen den Algen 
hin. ,,Das Fehlen von Salpeter kénnte auf eine erschwerte Auf- 
nahme dieses Stoffes hindeuten, kénnte aber auch davon bedingt 
sein, daB der Salpeter bei den salpeterfreien Algen rascher zu 
organischen Verbindungen verarbeitet wird als bei denen, die 
reichliche Mengen Nitrate enthalten.* 


1) Nathansohn, Jahrb. f. wissensch. Bot. 38, (1903). 
2) Kylin, Diese Z. 94, (1915). 
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Unter den verhiltnismaéBig wenigen Algen, die in dieser Be- 
ziehung untersucht sind, sind also betriachtliche Verschieden- 
heiten in der Fahigkeit, Nitrat aufzuspeichern, festgestellt worden. 
Es ware nicht ohne Interesse, die Untersuchungen iiber eine gréBere 
Anzahl Arten zu erweitern, und deshalb habe ich im letzten 
Sommer, von Professor Kylin dazu angeregt, eine gréBere Anzahl 
Arten auf das Vorkommen von Salpeter geprift. Die Unter- 
suchungen sind im Juli und August an der zoologischen Station 
Kristineberg an der Westkiiste Schwedens ausgefiihrt worden. 
Fiir den Arbeitsplatz an der Station mdédchte ich hier der schwe- 
dischen Akademie der Wissenschaften meinen ehrerbietigsten 
Dank aussprechen. Als Reagens habe ich, wie Nathansohn und 
Kylin, Diphenylaminschwefelsiure benutzt. Die zu _ unter- 
suchenden Thallusteile oder Schnitte wurden zuerst mit reinem 
Meerwasser abgespiilt (das Meerwasser selbst gab mit dem Reagens 
keine Blaufarbung), wurden bisweilen auch mikroskopisch unter- 
sucht, um zu kontrollieren, da8 keine Epiphyten vorhanden waren, 
die das Resultat stéren kénnten, und wurden schlieBlich in einen 
Tropfen des Reagens auf einem Objekttraiger eingelegt. Von 
jeder Art wurden gleichzeitig mehrere Exemplare geprift, und die 
verschiedenen Arten wurden im allgemeinen mehrmals von ver- 
schiedenen Fundorten und zu verschiedenen Zeiten untersucht. 
Die Starke der eintretenden Blaufairbung wurde beobachtet und 
nach einer Skala: stark—schwach—negativ angegeben. Dadurch 
konnte ich eine relative Auffassung der vorhandenen Nitratmenge 
erhalten. Zwecks Ubersichtlichkeit sind die Resultate in eine 
Tabelle zusammengebracht. Arten, die bei den verschiedenen 
Priifungen deutlich verschiedene Reaktion gaben, kommen in 
mehr als einer Kolumne vor. 


Tabelle I. 
Priifungen auf Nitrat mit Diphenylamin—Schwefelsaure. 
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Chlorophyceae. 
Enteromorpha linza .......... + + 
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Chaetomorpha melagonium...... . 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
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Starke 
Reaktion 


Negative 








Acrosiphonia pallida. ......... 
Cladophora rupestris. ......... 
- a ee ee ee 
- ee ee ee eee 
Bryopsis plumosa ........... 


Phaeophyceae. 


Pylaiella litoralis .......4.2... 
Ectocarpus tomentosus ........ 
9 Se 
Elachista fucicola ........... 
Sphacelaria olivacea. ......... 
*” a re 

- SS a 
Chaetopteris plumosa ......... 
Lithosiphon pusillus.......:... 
Phymee faeces ww tt 
Asperococcus echinatus. ........ 
- i a ye ee OR tg 
Dictyosiphon hippuroides ....... 
- foeniculaceus ....... 
Desmarestia viridis .......... 
be a 
Leathesia difformis .......... 
Mesogloia vermiculata ......... 
Eudesme zosterae ........2... 
Chordaria flagelliformis. ........ 
Stilophora rhizodes .......... 
Spermatochnus paradoxus ....... 
eo ee, ee ee eee 
ae 

Laminaria sacharina | Zwachszone 4s 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Starke 
Reaktion 


Schwache 
Reaktion 


Negative 


Reaktion 








ei Be altere Thallusteile. 
Halidrys siliquosa SproBspitzen. . . 


Bangiales. 


Bangia fuscopurpurea ......... 


Porphyropsis coccinea ......... 

Basalteile ... . 

Porphyrs elongate | abeige Teile . . 
Jaciniata Basalteile 

9 iibrige Teile .. . 


Rhodophyceae. 


Chantransia secundata......... 


Nemalion multifidum ......... 
. jiingere Teile. 
Chondrus crispus altere Teile . 


ke jiingere Teile. 
Phyllophora Brodiaei ‘dees Teile . 


membranifolia { J#ngere Teile . 


jiingere Teile. 
” rubens ‘Gute Teile . 
Callophyllis laciniata. ......... 
Ahnfeltia plicata. .......2.2... 
Cystoclonium purpurascens. ..... . 
Muthora cristata. . 2.22 se see 
Rhodophyllis bifida .......... 
jiingere —— ge- 
, a Att 
Rhodymenia palmata ¢ | svony A ” 
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Bonnemaisonia asparagoides ..... . 
Laurencia pinnatifida, SproBspitzen . . . 
Polysiphonia urceolata......... 
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” Migrescens. ........ 
Pterosiphonia parasitica ........ 
Brongniartella byssoides ........ 


altere Teile . 





+ + + 4+ 


+ +++ 


aa 


4b + 





++++++ 





ae 
a 


++ + + + +++ + + 44 


“+4 ++++ + 


+4+++4++ 





es ee ee eee 











Uber Nitratspeicherung bei héheren Meeresalgen. 


Tabelle I (Fortsetzung). 








Starke | Schwache| Negative 
Reaktion | Reaktion | Reaktion 











feinere Zweige. . . -+ 

Rhodomela subfusca { Schnitte durch den 
ee 

” virgata, feinere Zweige .. . -t- 
Odonthalia dentata ......2.... 
Heterosiphonia coccinea ........ 
Spermothamnion roseolum ....... 
Trailliella intricata. ......2.2... 
Callithamnion fruticulosum...... . 
- corymbosum....... 

- eee eee 
Plumaria elegans ......2..2.2.. 
Ee ee ae ee 
Antithamnion plumula. ........ 
Ceramium penicillatum ........ 
9 rubrum, feinere Zweige. . . . 

9” secundatum......... 
Rhodochorton Rothii. ......... 
Dumontia filiformis .......... 


I is Be eg uae ale a + 
Furcellaria fastigiata. .....2.2.2.. -+ 
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Die Tabelle zeigt deutlich die Verschiedenheiten des Sal- 
petervorkommens bei den Algen. 

Unter den Griinalgen zeigten einige eine schwache, andere 
eine negative Reaktion. Chaetomorpha melagonium erwies 
sich immer als reich salpeterfiihrend. Bei Ulva lactuca und 
den Enteromorpha-Arten variierte oft der Nitratgehalt bei ver- 
schiedenen Individuen. 

Auffallend ist die beinahe durchgehend negative Reaktion 
bei den Braunalgen. Mit Ausnahme von Asperococcus bullo- 
sus, der eine sehr schwache Reaktion gab, habe ich nur 
bei den Laminaria-Arten eine Nitratspeicherung gefunden. 
Kylin gibt eine schwache Nitratreaktion fiir Ectocarpus sili- 
culosus und eine sehr schwache, oft fehlende Reaktion fiir die 
jungen Thallusteile von Ascophyllum nodosum und Fucus 
vesiculosus an, und Nathansohn erwahnt als salpeterfiihrend 
Scytosiphon lomentarius, Cutleria multifida, Taonia 
atomaria und Halyseris polypodioides. Der Salpetergehalt 
bei Laminaria erwies sich im Stamm als besonders gro8, in der 
interkalaren Zuwachszone und im Blatt dagegen als ziemlich ge- 
ring. Im Querschnitt habe ich eine Verschiedenheit der Verteilung 
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des Nitrates beobachtet. Aus kurzen Stammstiicken von Lami- 
naria digitata wurden verschiedene Teile ausgeschnitten und je 
fur sich mit dem Reagens gepriift. Das Mark gab negative Reaktion, 
die innere Zone des Zentralkérpers negative oder sehr schwache 
Reaktion, die éuBere Zone des Zentralkérpers nebst der Rinde 
gab dagegen sehr starke Blaufirbung. Die mit einem Messer 
vorsichtig abgekratzten Oberflichenzellen gaben keine Reaktion. 

Die Rotalgen zeigten die gréBten Verschiedenheiten im Sal- 
petergehalt. AuBer den von Kylin aufgezihlten Arten: Cera- 
miumrubrum, Lomentariaclavellosa, Polyides rotundus, 
Furcellaria fastigiata und Callithamnion corymbosum 
erwihne ich als reich nitratfihrend Cystoclonium purpura- 
scens, Huthora cristata, Phycodrys sinuosa (in den meisten 
Fallen), Rhodomela subfusca und Kh. virgata, Ceramium 
penicillatum und C. secundatum. Bei Delesseria san- 
guinea, Dilsea edulis und Odonthalia dentata, die Kylin 
als salpeterfrei angibt, konnte ich bisweilen einen schwachen 
Nitratgehalt feststellen. Polysiphonia nigrescens, wie die 
Polysiphonia-Arten im allgemeinen, und Spermothamnion 
roseolum fand ich dagegen immer salpeterfrei. In mehreren 
Fallen konnte ich eine verschiedene Verteilung des Nitrates im 
Thallus nachweisen. Bei Porphyra zeigten die Basalteile einen 
schwachen Nitratgehalt, waihrend der iibrige Thallus keine Reak- 
tion gab. Chondrus und Phyllophora verhielten sich in ahn- 
licher Weise. Bei einigen Arten gaben die feineren Zweige und 
Zweigspitzen stirkere Blaufarbung als die gréberen Zweige. So 
war es z. B. der Fall bei Laurencia pinnatifida, Polysiphonia 
elongata, Rhodomela und Ceramium. Die jiingeren, lebhaft 
gefirbten Blatter von Rhodymenia palmata enthielten mehr 
Nitrat als die alteren, blassen. In ahnlicher Weise gaben Altere 
Exemplare von Lomentaria clavellosa, Phycodrys sinuosa 
und Ceramium rubrum, die Mitte August gepriift wurden, 
eine schwache, bisweilen negative Reaktion. 

Was quantitative Angaben betrifft, kenne ich aus der Lite- 
ratur keine tiber den Nitratgehalt der fraglichen Algen, auBer 
den oben erwéihnten von Nathansohn fir Codium tomen- 
tosum. In den chemischen Analysentabellen von Algen findet 
man, wahrscheinlich wegen der relativen Schwierigkeit der Nitrat- 
bestimmung, sonst nur Angaben iiber den totalen Stickstoff. Ich 
habe deshalb einige quantitative Nitratbestimmungen gemacht. 
Diese sind im hiesigen botanischen Laboratorium nach der Methode 
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von Schulze-Tiemann durch Reduktion mit Ejisenchloriir und 


. |} gasometrischer Bestimmung des entwickelten Stickstoffoxydes aus- 
E gefihrt. Die Ausfiihrung nach dieser Methode wird von orga- 
, [  nischen Beimengungen nicht beeinfluBt. Das Material wurde an 


der zoologischen Station Kristineberg eingesammelt. Es wurde 
sorgfaltig durchgemustert und gereinigt und auf Glasplatten in 
der Luft getrocknet. Das Material wurde dann im Laboratorium 
durch Erhitzen iiber 100° von den letzten Wasserresten befreit, 
wurde pulverisiert und dann im Exsiccator aufbewahrt. Von der 
_ so erhaltenen Trockensubstanz wurden bestimmte Mengen ab- 
. [| — gewogen und mit destilliertem Wasser extrahiert. Fir die Extrak- 
| i tion wurden etwa 100ccm Wasser benutzt. In einem Becherglas 
[| — wurde das Material eine Weile im siedenden Wasserbade gekocht 
- — und dann die Nacht iiber stehen gelassen. Am nichsten Tage 
 && wurde filtriert und dann mit heiBem, destilliertem Wasser ge- 
_ —| — waschen, bis das Filtrat mit Diphenylamin—Schwefelsaure keine 
| Blaufaérbung mehr gab, d. h. das Nitrat also praktisch vollstandig 
herausgeloést war. Dann wurde das Filtrat auf dem Wasserbade 

bis auf das geeignete Volumen eingeengt und die Bestimmung 
ausgefihrt. Das leider geringe Material gestattete nur Bestim- 

mungen fiir 3 Arten, némlich Laminaria digitata (Stipes), 
Ceramium rubrum und Polyides rotundus, die alle nach 

der Diphenylaminprobe zu den salpeterreichen Algen gehdéren. 

Die Extrakte von Laminaria und Polyides konnten ohne weiteres 

| : gepruft werden. Die von Ceramium und Lomentaria clavel- 
og losa, mit der auch experimentiert wurde, schiumten beim Kochen 
stark uber und muBten zuerst enteiweiBt werden, was sich jedoch 
als recht schwierig erwies. Von 2 Ceramium-Extrakten gelang 
es mir, durch Anséuern mit Essigsiure und Aufkochen eine klare 
Lésung zuerhalten. Die Lomentaria-Extrakte konnte ich nicht 
klar erhalten. Weil immer ein wenig Stickoxyd in der Lésung 
zurickbleibt, gibt die Methode etwas zu niedrige Zahlen. Dies 
ist dadurch eliminiert worden, daB auch Versuche mit bekannten 
KNO,-Lésungen ausgefiihrt wurden, die ungefihr dieselben 
NO-Quantitaten gaben, wie die unbekannten. Aus der Gleichung 

x a 


,. 
wo z und a die NO,-Mengen der unbekannten bzw. bekannten 
Lésung, und V’ und V die von diesen erhaltenen NO- Quantitaten 
bei 0° und 760 mm Hg sind, habe ich also meine Werte berechnet. 
Die Resultate sind in der Tab. II zu sehen. 
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Quantitative Bestimmungen der Nitratmenge bei Algen. 





Laminaria digitata (Stipes) 


Ceramium rubrum 


Polyides rotundus 


Tabelle II. 
NO in 
Trocken- | eem bei 
gewicht 0° u 
in g 760 mm 
Hg 
2,5 26,1 
2,5 26,0 
2,5 26,4 
1,7 7,9 
1,5 2,4 
1,5 2,3 








Trocken- 


gewichts 


3,11 


1,47 
0,62 





Nitrat 
als NaNO, be- 
rechnet in °/, 
des Trocken- 





0,85 


Um die erhaltenen Zahlen mit den Werten Nathansohns 
unmittelbar vergleichen zu kénnen, habe ich diese in Prozent des 
Trockengewichtes umgewandelt. 
Codium tomentosum, das ja eine sehr wasserhaltige Alge ist, 
auf 90°/, geschitzt wird, bekommt man hierbei einen Salpeter- 
gehalt von 1°/, (in dem speziellen Falle 3°/)). Besonders fiir die 
Laminaria-Stipes ist der Salpetergehalt recht hoch. Zieht man 
ferner in Betracht die ungleiche Verteilung im Querschnitt, so 
ist der Gehalt in den salpeterspeichernden Teilen noch hoher. 


Wenn der Wassergehalt von 
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7 Diese Z. 189, 53f. (1930). 





Amylasen in ruhenden und keimenden Samen. 
I. Gerste. 


Von 


Gunborg Nordh und Erik Ohlsson. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut Lund.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. November 1931.) 


Es ist schon lange bekannt, daB Gerste bereits vor dem 
Keimen einen nicht unbetriachtlichen Gehalt von Amylase ent- 
halt. Diese Gerstenamylase hat eine bedeutende Fahigkeit, Starke 
in Maltose zu verwandeln, wobei aber das Reaktionsgemisch sehr 
lange Zeit die Fahigkeit behalt, von Jod blau gefarbt zu werden. 
Bei Gegenwart von gréBeren Mengen des Enzyms, oder wenn 
das Enzym eine langere Zeit einwirken kann, verschwindet doch 
schlieBlich die Fahigkeit, durch Jod gefirbt zu werden, vollig. 
Dies geschieht nicht nur, wenn die Versuche mit léslicher Starke 
ausgefiihrt werden, sondern auch, wenn gewodhnliche Kartoffel- 
stirke verwendet wird. Die Behauptung von Polak und Ty- 
chowski!), daB Gerstenamylase Starkekleister nicht angreifen 
solle, ist falsch.?) 

Wahrend des Keimens wird die Fahigkeit der Gerste, Starke 
zu hydrolysieren, vergréBert; diese Zunahme der Aktivitat trifft 
aber weniger die Fahigkeit, Maltose zu bilden, als die Fahigkeit, 
Starke in solche Produkte zu verwandeln, die mit Jod nicht ge- 
farbt werden kénnen. Die letztgenannte Fahigkeit erleidet in der 
Tat eine auBerordentliche Steigerung. Wenn hier von der Fahig- 
keit, Maltose zu bilden, gesprochen wird, bzw. von der Fahig- 
keit, Starke in soleche Produkte zu verwandeln, die mit Jod nicht 
geférbt werden kénnen, so haben wir nicht das Endresultat nach 


1) Biochem. Z. 214, 216 (1929 ). 
2) Vgl. auch Ohlsson, C. r. du Lab. Carlsberg 16, Nr. 7, Kap. 11 (1926); 
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einer langen Kinwirkungsdauer im Auge, sondern die Geschwindig- 
keit dieser Prozesse. 

Der eine von uns (O.) hat das Vorkommen von zwei ver- 
schiedenen Enzymen in Malzamylase endgiiltig bewiesen, Methoden 
zu ihrer Isolierung voneinander angegeben und ihre Higenschaften 
beschrieben.1) Die altere Zwei-Knzymtheorie nahm das Vor- 
kommen von zwei Enzymen an, die beim Abbau der Starke so 
zusammenarbeiteten, daB erst das eine Enzym, eine Amylase, die 
Starke bis zu Dextrin abbaute und dann das andere Enzym, eine 
Dextrinase, das Dextrin weiter bis zu Maltose abbaute. In dieser 
Form ist die Zwei-Enzymtheorie nicht richtig. Die betden Enzyme 
arbeiten nicht nacheinander, sondern parallel. Sie sind beide 
Amylasen, die Starke direkt angreifen kénnen unter Bildung 
von Dextrinen und Maltose. Die relativen Geschwindigkeiten 
dieser beiden Reaktionen, Dextrinbildung und Zuckerbildung, 
sind aber bei den beiden Enzymen sehr verschieden. Die eine 
dieser Amylasen verursacht eine Reaktion, wodurch das Ver- 
mogen der Starke, mit Jod blau gefirbt zu werden, zu einem 
Zeitpunkt verschwindet, wo nur eine relativ kleine Menge Mal- 
tose gebildet worden ist. Sie wird von Ohlsson als Dextrinogen- 
amylase bezeichnet. Die zweite Amylase wird dadurch charak- 
terisiert, daB das Vermégen der Starke, mit Jod blau gefarbt 
zu werden, nicht verschwindet, bevor eine sehr groBe Menge Mal- 
tose gebildet worden ist. Sie wird als Saccharogenamylase be- 
zeichnet. 

Die bei der Hydrolyse der Stirke durch Dextrinogenamylase 
gebildete Maltose ist «-Maltose, wihrend die Saccharogenamylase 
auf entsprechende Weise f-Maltose bildet. (Ohlsson 1930.) Wenn 
man die Terminologie Kuhns*) verwendet, kann man also die 
Dextrinogenamylase als eine «-Amylase und die Saccharogen- 
amylase als eine f-Amylase bezeichnen. Syniewski®) hat auch 
die Bezeichnungen a- und f-Amylase, aber im anderen Sinne 
verwendet. Leider sind seine Bezeichungen Kuhns rationell be- 
griindeter Terminologie gerade entgegengesetzt. Wenn der wahre 
Charakter beider Enzyme in Beziehung zu der Mutarotation der 


gebildeten Maltose jetzt aufgeklairt ist, so missen die beliebigen q 





1) C. r. Soc. Biol. 87, 1183 (1922); C.r.du Lab. Carlsberg 16, Nr.7 | 7 
(1926); Diese Z. 189, 17 (1930). : 
2) Liebigs Ann. 448, 1 (1925). 
3) Biochem. Z. 158, 87 (1925). 
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Bezeichnungen Syniewskis zugunsten der rationellen Nomen- 
klatur Kuhns aufgegeben werden. 

Ein Vergleich mit anderen Amylasen hat eine sehr groBe 
Ubereinstimmung zwischen den Wirkungen von Dextrinogen- 
amylase aus Malz, Takaamylase und Pankreasamylase gezeigt. 
Die Saccharogenamylase scheint aber — nach den Mitteilungen 
der Literatur zu schlie8en — mit der Amylase ungekeimter Gerste 
iibereinzustimmen. Es war deshalb wiinschenswert, die Amylase 
der Gerste vor dem Keimen und wihrend der verschiedenen Stufen 
des Keimungsprozesses mit der von dem einen von uns (0.) aus- 
gearbeiteten Methodik zu studieren. Im folgenden wird iiber 
eine soleche Untersuchung berichtet. 

Unsere Versuche wurden bereits im Februar 1931 ab- 
geschlossen. Inzwischen haben Weichherz und Asmus!) eine 
Abhandlung itiber die Entwicklung der diastatischen Kraft der 
keimenden Gerste verdffentlicht. Die Bedeutung dieser um- 
fassenden Arbeit wird leider dadurch sehr beeintrachtigt, da8 nur 
die zuckerbildende Fahigkeit untersucht worden ist. 


Methodik. 

Portionen von 150g Gerste werden im Wasser wiahrend 3 Tage ein- 
geweicht; darauf wird das Wasser weggegossen und die Gerste keimen gelassen. 
Die Zeit wird von dem Tage an gerechnet, wo die Gerste ins Wasser gelegt 
wird. In der Regel wird taglich eine Portion untersucht, wobei eine Enzym- 
lésung auf folgende Weise bereitet wird. Die Gerste wird 2mal in der Fleisch- 
miihle gemahlen und dann mit so viel Wasser versetzt, daB das Gesamtgewicht 
750 g betrigt. Dann wird 1/, Stunde auf der Schiittelmaschine geschiittelt 
und die Mischung im Eisschrank aufbewahrt. Nach einigen Stunden wird 
noch einmal 1/, Stunde lang geschiittelt. Am nachsten Tage wird durch Tuch 
geseiht, die Fliissigkeit zentrifugiert und die erhaltene Enzymlésung unter- 
sucht. Um einen Anfangswert zu bekommen, wird in entsprechender Weise 
eine Portion von 150 g nicht gekeimter Gerste untersucht. 

Bei jedem Versuche ist teils die Aktivitat der in oben beschriebener Weise 
erhaltenen Enzymlésung bestimmt worden, teils sind Lésungen von Dextrinogen- 
amylase und Saccharogenamylase aus dieser Enzymlésung nach Ohlsson 
dargestellt und ihre Aktivitaéten bestimmt worden. 

Darstellung von Dextrinogenamylase. In einem Wasserthermo- 
stat von 70° werden in einem Kolben 30 com Enzymlésung wahrend 15 Minuten 
erwarmt. Danach wird rasch abgekihlt. 

Darstellung von Saccharogenamylase. 20ccm Enzymlésung 
werden unter Eiskiihlung mit so viel n/10-Chlorwasserstoffsiure und Wasser 
versetzt, daB das Gesamtvolumen 40 ccm und pg ungefahr 3,3 werden. Nach 
15 Minuten werden 20 ccm dieser Lésung zu 20 ccm eines Gemisches von 








1) Biochem. Z. 287, 20 (1931). 
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m/15 sekundérem Natriumphosphat und Wasser gesetzt. px soll hiernach 
etwa 6,0 sein. 

Die drei verschiedenen Enzymlésungen werden dann untersucht auf ihre 
Fahigkeit bei der Hydrolyse von Starke Maltose zu bilden, und auf ihre Fahig- 
keit Starke zu solchen Produkten abzubauen, die mit Jod nicht mehr gefarbt 
bzw. nicht blau gefarbt werden kénnen. 

Die zuckerbildende Fahigkeit wird in folgender Weise untersucht. Ein 
Kolben wird mit 25 ccm 2°/,iger Lésung von léslicher Starke und mit 10 ccm 
1/,, mol. Phosphatpuffer ,,0,12 sekundar“ beschickt. Der Kolben wird in 
einen Wasserthermostaten von 38° gebracht. Nachdem die Lésung die Tempe. 
ratur des Wassers angenommen hat, werden 5 ccm der entsprechend ver- 
diinnten Enzymlésung zugesetzt. Nach 30 Minuten werden 10 ccm heraus- 
genommen und das Reduktionsvermégen durch Titration nach Bangs erster 
Methode, der Hydroxylaminmethode, bestimmt. Das Reduktionsvermégen, 
in Milligramm Maltose ausgedriickt, wird als Ma fiir die Aktivitat. verwendet. 
Eine Tabelle zur Berechnung der Analysen findet sich bei Ohlsson.) 

Bei Bestimmung der zuckerbildenden Fahigkeit in Versuchsserie I ist 
sowohl die urspriingliche Enzymlésung wie auch die Dextrinogenamylaselésung 
im Verhiltnis 1:25 verdiinnt, die Saccharogenamylaselésung dagegen im Ver- 
haltnis 4:25. Bei der Bereitung von Saccharogenamylase ist naimlich die 
urspriingliche Lésung schon im Verhaltnis 1:4 verdiinnt, und durch weitere 
Verdiinnung im Verhiltnis 4:25 wird sie also mit den beiden anderen Enzym- 
lésungen vdllig vergleichbar. 

In Versuchsserie II sind die Lésungen auf entsprechende Weise im Ver- 
haltnis 1:50 bzw. 4:50 verdiinnt worden. Die Lésungen dieser Serie sind 
somit nur halb so konzentriert als die der Versuchsserie I. 

Die Fahigkeit Starke zu solchen Produkten abzubauen, die mit Jod 
nicht bzw. nicht blau gefarbt werden kénnen, wird nach Wohlgemuth in 
Gegenwart von Phosphatpuffer ,,0,12 sekundar“ bestimmt. Hinsichtlich 
naherer Einzelheiten sei auf Ohlsson!) verwiesen. Die Aktivitat wird durch 
die GréBen X und Y angegeben, wobei sich X auf die Grenze zwischen dem 
letzten schwachgelblichen und dem ersten gelbbraunen Rohr bezieht. Y bezieht 
sich in entsprechender Weise auf die zweite Grenze zwischen Violett und rein 


Blau. P 


Versuchsresultate. 


Das Ergebnis der beiden Versuchsreihen wird in den Tab. I 
und II wiedergegeben. In den Tabellen wird zuerst die Zeit in 
Tagen vom Anfange des Versuches angegeben, d. h. von dem Tage 
an, wo die Gerste in Wasser gelegt wurde. Dann folgen die 
Resultate der Aktivitétsbestimmungen in der urspriinglichen 
Enzymlésung und die in den aus der letzten bereiteten Lésung 
von Saccharogenamylase bzw. Dextrinogenamylase. Fiir jedes 
Enzympriparat werden die drei GréBen ,,Maltose“, X und Y, 
deren Bedeutung oben angegeben ist, mitgeteilt. Doch ist in Tab. I 





1) C. r. du Lab. Carlsberg 16, Nr. 7 (1926). 





Tabelle I. 
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fiir Saccharogenamylase nur die GréBe ,,Maltose bestimmt. 
SchlieBlich werden in den letzten Kolonnen der Tabellen unter 
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Fig. 1. 


I. Urspriingliche Enzymlésung. II, Saccharogenamylase. III. Dextrinogenamylase. 
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Fig. 2. 


I. Urspringliche Enzymlésung. III. Dextrinogenamylase. 


der Rubrik ,,Darstellungen der Saccharogenamylase“ die Wasser- 
stoffionenkonzentrationen angegeben, die bei dem Sauermachen 
und der danach folgenden Neutralisierung der Enzymlésung er- 
halten worden sind. 
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I. Urspriingliche Enzymlésung. III. Dextrinogenamylase. 











Fig. 4. 
I. Urspriingliche Enzymlésung. II. Saccharegenamylase. III. Dextrinogenamylase. 


rr Die Fig. 1—6 geben graphisch die Resultate der Tab. I und II 
mn — wieder. Die Fig. 1—8 entsprechen Tab. I, die Fig. 4—6 Tab. II. 
t- — Die Fig.1 und 4 zeigen die Variationen der Aktivitat ,,Maltose‘‘ bei 

» allen drei Enzympraparaten: urspriingliche Malzlésung, Saccha- 
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rogenamylase und Dextrinogenamylase, die Fig. 2 und 5 die Varia- 
tionen der X-Werte und die Fig.8 und 6 die Variationen der Y-Werte. 
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Fig. 6. 


1. Ursprfiingliche Enzymlésung. II. Saccharogenamylase. III. Dextrinogenamylase. 
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I. Urspringliche Enzymlésung. _ II. Saccharogenamylase. III, Dextrinogenamylase. 


Die Veranderung der zuckerbildenden Fahigkeit. 


Die zuckerbildende Fahigkeit der urspriinglichen Enzym- 
lésung sinkt etwas wahrend der beiden ersten Tage. Ob dies 
darauf beruht, daB die Enzymmenge der Gerste wirklich ver- 
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mindert wird, oder nur darauf, daB die trockene Gerste leichter 
gemahlen und extrahiert wird, als die Gerste, die in Wasser ge- 
quollen ist, ist bisher nicht entschieden. Nach ein oder zwei 
Tagen steigt die zuckerbildende Fahigkeit wieder und diese Steige- 
rung setzt sich wahrend des ganzen Versuches weiterhin fort. 
Sprungweise Verinderungen sind niemals angedeutet. 


Die in Tab. I verwendete Gerste enthilt vom Anfang an viel 
weniger Amylase als die Gerste der Tab. II. Es sei daran erinnert, 
daB die Enzymldésung der Tab. I im Verhiltnis 1:25 und die 
der Tab. II im Verhialtnis 1:50 verdiinnt ist. Weil der Anfangs- 
wert gro8 ist, wird die relative Zunahme in Tab. II kleiner als 
in Tab. I. 


Wenn man bei Untersuchung von Malzenzymen die Dextri- 
nogenamylase nach Ohlsson zerstért, bekommt man eine Lésung 
von Saccharogenamylase, deren Aktivitét 70—80°/, der Aktivitit 
des urspriinglichen Enzympraparates betrigt. Die Verminderung 
der Aktivitét beruht teils darauf, daB die Dextrinogenamylase 
vernichtet wird, teils darauf, da8 ein Teil der Saccharogenamylase 
méglicherweise gleichzeitig zerstért werden kann. Im gegen- 
wartigen Falle zeigt es sich aber, daB diese Zerstérung der Sac- 
charogenamylase sehr unbedeutend gewesen ist, denn die Werte 
fir Saccharogenamylase liegen sehr nahe an den Werten der 
urspriinglichen Enzymlésung. Dies gilt besonders fiir Tab. II, 
Fig. 4. Die Kurven liegen eng beieinander, um am Ende des Ver- 
suches auseinander zu gehen. Die Divergenz beginnt gleichzeitig 
mit und beruht auf der Entstehung der Dextrinogenamylase in 
der keimenden Gerste. Da8 der Unterschied in der Fahigkeit 
zur Zuckerbildung zwischen urspriinglichem Enzym und Sac- 
charogenamylase so klein ist, wird also dadurch erklart, daB an- 
fangs keine Dextrinogenamylase vorhanden ist, was aber am 
Knde der Versuchsserie und in allen Versuchen Ohlssons der 
Fall ist. 


Wegen der groBen Ubereinstimmung zwischen der zucker- 
bildenden Fahigkeit der urspriinglichen Enzymlésung und der der 
daraus hergestellten Saccharogenamylaselésung mu8 die Zunahme 
der zuckerbildenden Fahigkeit der Gerste wiahrend der ersten 
Stadien des Keimungsprozesses ausschlieBlich auf einer Vermehrung 
der Saccharogenamylase beruhen. Diese Vermehrung der Sac- 
charogenamylase ist auch wahrend der spiteren Stadien des 
Keimungsprozesses die Hauptursache der Aktivitétszunahme. 


Lar d 
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Doch spielt hier die spater zu beschreibende plétzliche Entstehung 
der Dextrinogenamylase eine gewisse Rolle. 

Wenn man eine Dextrmogenamylaselésung nach Ohlsson be. 
reitet und die zuckerbildende Fahigkeit derselben untersucht 
so findet man anfangs — mit der hier verwendeten Methode — 
keine Aktivitét, am Ende des Versuches aber eine Aktivitat, wie 
sie friiher bei Malzamylase gefunden ist. Die vollstandige In- 
aktivitét der Dextrinogenamylaselésungen waihrend der ersten 
Tage des Keimens zeigt, daB die Saccharogenamylase durch Er- 
warmung zu 70° wihrend 15 Minuten in der Tat véollig zerstért 
wird, was schon der eine von uns aus anderen Griinden an- 
genommen hat. 

Sobald aber Dextrinogenamylase in erwahnenswerter Menge 
in keimender Gerste erscheint, so zeigen die Dextrinogenamylase- 
lésungen auch eine gewisse Fahigkeit, Zucker zu bilden, die aber 
immer klein bleibt im Verhaltnis zu der zuckerbildenden Fiahig- 
keit der Saccharogenamylase. 


Die Veranderung der X- und )Y-Werte. 


Die nach Wohlgemuth bestimmten Aktivitéten X und Y 
gehen der oben erwahnten Fahigkeit, Zucker zu bilden, nicht 
parallel. Die X-Werte sind anfangs 0, d. h. die Fahigkeit des 
Enzyms, Starke zu Produkten abzubauen, die mit Jod nicht ge- 
farbt werden kénnen, ist so gering, daf solche Produkte mit dieser 
Methode nicht mehr erfaBt werden kénnten. Nach 5 bzw. 7 Tagen 
wird diese Fahigkeit enorm gesteigert. Die Zunahme ist binnen 
2 Tagen beendet, und die Aktivitaét bleibt von da ab konstant. 

Die Aktivitét Y, die zuerst einen fiir diese Aktivitaét nied- 
rigen Wert hat, sinkt wihrend der ersten Tage ganz wie die zucker- 
bildende Fahigkeit, steigt aber dann gleichzeitig und vollig in 
Ubereinstimmung mit der Aktivitat X. 

Ein Vergleich zwischen den X- und Y-Werten der 8 Enzym- 
priparate zeigt, daB die ersten niedrigen Y-Werte von der Sac- 
charogenamylase stammen. Man findet sie némlich in der Sac- 
charogenamylasel6sung unverindert wieder, wahrend sie in der 
Dextrinogenamylaselésung vollstindig verschwinden. 

Die kriaftige Zunahme der X- und Y-Werte, die nach 5 bzw. 
7 Tagen eintritt, beruht auf einer plétzlich einsetzenden und rasch 
verlaufenden Bildung von Dextrinogenamylase. Die Zunahme der 
X- und Y-Werte der urspriinglichen Enzymlésung wird von einer 
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volliig entsprechenden Zunahme der Aktivitaét der Dextrinogen- 
amylaselésung begleitet. Die zuckerbildende Fahigkeit aber er- 
leidet gleichzeitig keine auffallende Veranderung. Sie wird mit 
derselben Geschwindigkeit wie friither gréBer. Die X- und Y-Werte 
der Saccharogenamylaselésung nehmen an dieser Veranderung 
auch nicht in beachtenswertem Maf8e teil. Leider sind diese Be- 
stimmungen nur in Versuchsserie II ausgefiihrt. Die geringe Zu- 
nahme, die offenbar eintritt, kommt wahrscheinlich daher, daB 
die Dextrinogenamylase nicht ganz vollstindig zerstért worden 
ist. Eime gewisse Unsicherheit haftet aber diesen Werten an, be- 
sonders den X-Werten, da die Enzymlésung bei Bereitung der 
Saccharogenamylase im Verhiltnis 1:4 verdiinnt worden ist. 
. f— Um die X- und Y-Werte mit den entsprechenden Werten der 
iibrigen Enzympraparate vergleichen zu kénnen, miissen die ge- 
fundenen Werte mit 4 multipliziert werden. Diese so erhaltenen 
Werte sind dann in die Tabelle eingefihrt. 


Jedenfalls gibt es keinen Vergleich zwischen der unbedeutenden 

Zunahme der X- und Y-Werte der Saccharogenamylaselésung und 
der auBerordentlich groBen Zunahme der entsprechenden Werte 
der urspriinglichen Enzymlésung und der Dextrinogenamylase- 
lésung. 
7 Die Untersuchung zeigt, daB die ungekeimte Gerste nur 
| Saccharogenamylase enthalt. Wéahrend des Keimens wird es ver- 
mehrt, so da8 seine Menge ununterbrochen und ziemlich gleich- 
formig ansteigt. Auf einer gewissen Stufe des Keimungsvorganges 
| | setzt plétzlich eine lebhafte Bildung von Dextrinogenamylase ein, 
die in wenigen Tagen zu Ende gebracht wird. 


Es kénnte vielleicht angenommen werden, daB die Zunahme 
der enzymatischen Aktivitaét wahrend des Keimens nicht auf einer 
Produktion von Enzymen, sondern auf einem Léslichmachen 
vorher unléslicher Enzyme beruhe. Solche unldésliche Enzyme 
sind niémlich nach Ford und Guthrie?) in ungekeimter Gerste 
vorhanden und kénnen unter Mitwirkung von proteolytischen 
Enzymen in Lésung gebracht werden. Baker und Hulton?) 
haben aber gezeigt, daB diese Enzyme durchaus den Charakter 
von Gerstenamylase und nicht von Malzamylase haben. Das 
Hauptergebnis der vorliegenden Untersuchung, die von der Zu- 
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nahme der Saccharogenamylase unabhingige Entstehung der 
Dextrinogenamylase, kann also nicht als ein Léslichmachen be- 
reits praiformierter Enzyme erklart werden, denn Dextrinogen- 
amylase ist niemals in ungekeimter Gerste gefunden. 


Zusammenfassung. 

1. Die Amylase ungekeimter Gerste ist reine Saccharogen- 
amylase, f-Amylase, deren Menge wihrend des Keimens gleich- 
maéBig zunimmt. 

2. Dextrinogenamylase, «-Amylase, entsteht erst wahrend des 
Keimens, und zwar gegen Ende der ersten Woche. Diese Enzym- 
produktion verliuft mit sehr groBer Geschwindigkeit und ist in 
wenigen Tagen beendigt. 

8. Die Bildung der beiden Enzyme und ihre jeweils vorhandene 
Menge ist voneinander vollig unabhangig. 














Uber Uroporphyrin aus Muschelschalen.’) 


Von 


Hans Fiseher und Erich Haarer. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. November 1931.) 


Vor kurzem hatten wir aus Perlmuscheln Konchoporphyrin’) 
isoliert, ein Porphyrin mit 5 Carboxylgruppen, das sich von Atio- 
porphyrin I ableitet, weil es zu Koproporphyrin I abgebaut werden 
konnte. 

Es lag nahe, weitere Muschelschalen auf Porphyrine zu unter- 
suchen, um so mehr, als schon die damalige Untersuchung gezeigt 
hatte, daB zahlreiche, auch einheimische Muschelschalen nach der 
Fluorescenzreaktion deutlich Porphyrin enthielten, aber nicht in 
dem AusmaB, da8 eine Verarbeitung sich lohnte, abgesehen davon, 
da8 auch diese Muscheln nicht in groBem MaBstab erhiltlich sind. 

Von exotischen Muscheln untersuchten wir mit Hilfe der 
Fluorescenzmethode: Massauaschalen von Massaua Colonia Eretria- 
Afrika; Macassarschalen aus Australien und aus der Provinz Queens- 
land und Sydney; Missischalen aus Nordamerika (Mississippi) ; 
Panamaschalen aus Nordamerika (La Paz); Perser Lhinga vom 
Persischen Golf. Nur die letzteren waren in bezug auf Fluorescenz- 
erscheinung ebenso stark wie die Venezuela Lhinga aus Siid- bzw. 
Mittelamerika. 

Nach vielen Bemiihungen erhielten wir durch Vermittlung von 


' Hern M.R. J. Doyle M. Se., dem wir auch an dieser Stelle 
_ unseren verbindlichsten Dank aussprechen, von M. Myers, Lon- 
' don E. C. 8, Tower Hill 28, groBe Mengen von Muschelschalen aus 
' dem Persischen Golf, die durch starke Fluorescenz ausgezeichnet 
' waren. Natiirlich war es von Interesse zu priifen, ob diese Muschel- 
’ schalen identisch waren mit den damaligen, die nach der Be- 
| stimmung des Herrn Professor Rensch wahrscheinlich Pteria 





1) Zur Kenntnis der Porphyrine. X XIX. Mitteilung. XXVIII. Mit- 


‘ teilung vgl. H. Fischer u. E. Thurnher, Diese Z. (im Druck). 
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2) H. Fischer u. Kar] Jordan, Diese Z. 190, 75 (1930). 
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radiata Lamarck waren. Wiederum hatte Herr Professor Rensch 
vom Zoologischen Museum der Universitat Berlin die Freundlich- 
keit, die Schalen im Vergleich mit den seinerzeit iibersandten zu 
untersuchen; wir danken ihm auch an dieser Stelle bestens fiir 
seine Bemiihungen. Seine Feststellungen sind folgende: 

,Die mir friiher zugesandte Schale bestimmte ich, wenn ich 
mich recht entsinne, hauptsachlich deshalb als Pteria radiata, weil 
als wahrscheinlicher Fundort die Ostkiiste Amerikas angegeben 
war. Die diesmal iibersandten Schalen entsprechen dagegen Pteria 
vulgaris Schum., einer Art, die im Indischen Ozean und im west- 
lichen Teil des Pazifischen Ozeans vorkommt. Die beiden Arten 
Pteria radiata und vulgaris sind aber fraglos ganz nahe verwandt, 
und biologische Unterschiede sind meines Wissens nicht bekannt.*‘ 

Diese Muschelschalen nun unterzogen wir, nachdem sie in 
einer Kugelmiihle fein gepulvert waren, im wesentlichen dem in der 
friiheren Abhandlung beschriebenen Verfahren, und es konnte hieraus 
Uroporphyrin in prachtvoll krystallisiertem Zustande isoliert werden. 
Der Uroester schmolz bei 293°; der Mischschmelzpunkt mit Uro- 
ester aus Petryharn gab keine Depression. Mit 1°/)iger Salzsiure 
wurde wie friiher die Decarboxylierung vollzogen, und in guter 
Ausbeute entstand Koproporphyrin I. Schmelz- und Mischschmelz- 
punkt lagen bei 250°, also wiederum restlose Identitaét mit Kopro- 
porphyrin I. Hiermit ist der eindeutige Beweis der Zugehorigkeit 
za AtioporphyrinI erbracht. Fiir die Gewinnung des Uropor- 
phyrins ist man jetzt nicht mehr allein auf pathologischen Harn 
angewiesen, man kann sich jederzeit in den Besitz des wertvollen 
Porphyrins setzen durch Verarbeitung der Muschelschalen. Die 
Ausbeute an krystallisiertem Material betrug etwa 20 mg aus 2 ke. 

AuBer Uroporphyrin scheinen in den Muschelschalen noch 
weitere Porphyrine enthalten zu sein. 

Es gelang, einen krystallisierten Ester vom Schmelzp. 272° zu 
isolieren, der allerdings bei der Analyse 6 Methoxyle enthielt. Ob 
dieser vollkommen einheitlich ist, muB8 die weitere Bearbeitung 
zeigen. Sicher ist, daB noch Porphyrine mit niedrigerer Carboxyl- 
gruppenanzahl vorhanden sind. Uber die weitere Untersuchung 
wird demnichst berichtet, und es soll auch festgestellt werden, ob 
durch Bestrahlung etwa eine Decarboxylierung der Porphyrine in 
den Muschelschalen méglich ist. 

Bei dieser Gelegenheit untersuchten wir auch etwa 50 Muschel- 
versteinerungen aus verschiedenen Zeitperioden, die wir der Freund- 
Jichkeit von Herrn Professor Broili von der Universitat Miinchen 
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verdanken, auf Porphyrin mit Hilfe der Fluoreszenzmethode. 
Die Mehrzahl der Objekte war vollkommen negativ; ein Teil 
(etwa 15) zeigte schwach rote Fluoreszenz ahnlich den Porphy- 
rinen, von dieser aber verschieden durch hellgelbes (statt rotes) 
Aufleuchten bei scharferer Filterung. 

Das Vorkommen des Uroporphyrins in den Muschelschalen ist 
recht bemerkenswert, zeigt es doch wieder die auSerordentlich 
weite Verbreitung des Porphyrintypus I in der Natur, wobei die 
Carboxylierungsmoglichkeit durch diese niederen Tiere besonders 
hervorzuheben ist. Hoffentlich gelingt es, auch die Muscheltiere 
selbst zur Untersuchung heranzuziehen, ob diese iiberhaupt Blut- 
farbstoff besitzen, und wenn, ob dieser sich von Atioporphyrin I 
oder Atioporphyrin III ableitet. 


OO EEE la 


1 Versuche. 


Isolierung von Uroporphyrin aus Muschelschalen. 


2 Zentner Muschelschalen wurden, wie friiher beschrieben'), 
aufgearbeitet. Die Muschelschalen wurden in einer Kugelmiihle 
portionsweise fein gemahlen und dann gesiebt. Je 2 kg Muschel- 
staub wurden mit 9 Liter gesittigtem Methylalkohol—Chlorwasser- 
‘ stoff verestert, indem man den eisgekiihlten Methylalkohol—Chlor- 
wasserstoff durch einen Tropftrichter unter stindigem Schiitteln 


r und Kiithlen langsam auf den Muschelstaub flieBen lieB. Die Tempe- 
x ratur wurde stets unter 25° gehalten. Das heftig sich bildende 
» Kohlendioxyd wurde zur Entfernung von mitgerissenem Chlor- 
m wasserstoff durch Methylalkohol geleitet. Das Reaktionsgemisch 
7% wurde 48 Stunden stehen gelassen, dann iiber ein Tuch abgesaugt 
" und einmal mit 1 Liter Methylalkohol—Chlorwasserstoff gedeckt. 
rf Das Filtrat wurde portionsweise in je 1,5 Liter Chloroform ge- 

gossen, dann so viel Hiswasser hinzugefiigt, daB gerade keine 
- Kmulsionen auftraten. Das Chloroform wurde abgelassen, zweimal 
Yb mit destilliertem Wasser, zweimal mit verdiinntem Ammoniak und 
- nochmals dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen, trocken 
1). filtriert, eingeengt und heiB mit der dreifachen Menge heiBen 
ng Methylalkohols versetzt. Der Ester krystallisierte in langen, rot- 
ob braunen, gebogenen, verfilzten Nadeln aus. Die Krystallform war 
in identisch mit der des Uroporphyrin-octamethylesters. Zur Analyse 


wurde viermal aus Chloroform-Methylalkohol umkrystallisiert. 
ol]. Der Schmelzpunkt des gereinigten Produktes war 293° und ergab 





1) H. Fischer u. Karl Jordan, Diese Z. 190, 75 (1930). 
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mit Uroporphyrin-octamethylester aus Petryharn keine De- 
pression. 2kg Muschelstaub ergaben im Durchschnitt 20 mg 
Porphyrinester. 
4,460 mg Substanz gaben 10,055 mg CO,, 2,125 mg H,0O. 
3,600 mg “ - 0,200 com N (17°, 717 mm). 
2,755 mg -" * 5,305 mg AgJ. 
Aschengehalt 0,043 mg. 
Fir CygH;,0,;,.N, (Mol.-Gew. 942,71) 
Ber. C 61,12°/, H 5,779/, N 5,95/, OCH, 26,34°/, 
Gef. ,, 61,49 »» 5,33 »5 6,17 » 20,44 
Spektroskopisch erwies sich das Porphyrin als identisch mit 


Uroporphyrin aus Petryharn. 


Abbau zu Koproporphyrin. 


20 mg Uroporphyrinester wurden in 20 ccm 1°/iger Salzséure 
suspendiert und im Bombenrohr 8 Stunden auf 180° erhitzt. Der 
Ester ging bis auf einige schwarze Flocken, die bis jetzt immer beim 
Abbau von Uroporphyrin zu Koproporphyrin beobachtet wurden, 
in Loésung. 

Spektroskopischer Befund in 1°/,iger Salzséure: 

I. 595,1—586,2; II. 572,9—566,2; III. 557,5—538,8; E.-Abs. 426. 

590,7 569,5 548,1 

Reihenfolge der Intensitaét: III, I, II. 

Es wurde abfiltriert, mit Natriumacetat in Ather getrieben, 
mit destilliertem Wasser gewaschen und wieder in 3°/jige Salzsaéure 
getrieben. Das Porphyrin wurde mit Natriumacetat ausgeflockt, 
die Flocken abfiltriert, mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff ver- 
estert und wie iiblich aufgearbeitet. Es wurde zweimal aus Chloro- 
form-Methylalkohol umkrystallisiert. Der Ester krystallisiert in 
violetten Nadeln vom Schmelzp. 250°. Der Mischschmelzpunkt mit 
Koproporphyrin-I-ester ergab keinerlei Depression. Auch konnte 
spektroskopisch restlose Identitat mit Koproporphyrin I festgestellt 
werden, auch bei der Projektion iibereinander. 























Chemische Untersuchungen 
tiber das antiskorbutische Vitamin. I. 


Von 


Ottar Rygh, Aagot Rygh und Per Laland, Oslo. 
(Mitgeteilt von Ottar Rygh.) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. November 1931.) 


Als Skorbut wird bekanntlich diejenige Krankheit bezeichnet, 
die sich vor allem durch Sprédigwerden der Capillaren und Knochen 
kennzeichnet. Dieses Sprédigwerden, daB zu den bekannten 
Blutungen, Spontanfrakturen und dem Lockerwerden der Zihne 
AnlaB gibt, haingt, wie schon langst bekannt, mit dem Mangel 
an Obst- und Gemiisenahrung zusammen. 

Holst, Frélich und Furst (1907—1912) gelang es zum 
ersten Male, die bis dahin nur an Menschen beobachtete Krank- 
heit experimentell an Meerschweinchen hervorzurufen und die 
skorbutheilende und -vorbeugende Wirkung von frischem Obst 
und Gemiise durch Versuche festzustellen. Seit diesen klassischen 
Untersuchungen sind die Antiskorbutica sowie der Skorbut selbst 
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen. Ziemlich bald 
kam man zu der Uberzeugung, es miisse sich in den antiskorbutisch 
wirkenden Nahrmitteln ein Stoff vorfinden, der als wirksames 
Prinzip taétig war. Man hat sich nun bemiht, diesen als Vitamin C 
bezeichneten Stoff rein darzustellen, um iiber seine chemische 
Natur ins klare zu kommen. Diesen Bemiihungen standen groBe 
Schwierigkeiten entgegen: Das Vitamin C erwies sich niimlich als 
ganz auBergewohnlich unbestindig. Auch kam es in den anti- 
skorbutisch wirkenden Nahrmitteln nur in duferst geringen 
Mengen vor. 

Von den groBen Schwierigkeiten zeugt die lange Reihe von 
Forschern, die sich mit dem C-Vitaminproblem beschaftigen. Von 
denen, die Konzentrationsversuche anstellten, seien hier erwahnt 
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Agopian?), der behauptet, das C-Vitamin sei eine Verbindung aus 
einer organischen Séure, einem stickstoffhaltigen linksdrehenden 
Produkt und eimer Monose bestehend; Bezssonoff?), der einen 
stickstofffreien Stoff isolierte, der angeblich in Meerschweinchen- 
tagesdosen von 2 mg antiskorbutisch wirksam war, und das Mole- 
kulargewicht 200—280 hatte; iiber seine chemische Zusammen- 
setzung spricht er mehrere Méglichkeiten aus. Es kann ein Anthra- 
cenderivat sein, wird auch als ein Diphenolglucosid aus Pyro- 
catechin und einem unbekannten Zucker bestehend angesehen. 
Zilva*), der wohl die meisten Arbeiten auf diesem Gebiete ver- 
Offentlicht hat, ist der Ansicht, Vitamin C sei von einem redu- 
zierenden Stoff begleitet, der eine schiitzende Wirkung auf seine 
Aktivitaét ausiibt. Durch differentialdialytische Versuche, die er 
vorgenommen hat, scheint hervorzugehen, daB die Molekular- 
groBe des C-Vitamins jedenfalls gré8er als die einer Hexose ist. 
Grettie und C. G. King*) haben das Konzentrationsverfahren 
von Zilva (a. a. O.) modifiziert. Sie kamen zu einem wirksamen 
Konzentrat von 0,28 mg pro Kubikzentimeter Citronensaft. Hs 
wirkte reduzierend, enthielt Stickstoff, die Phenolreaktionen 
konnten nicht als sicher angesehen werden. Samtliche diese Ver- 
fasser haben das aktive Material durch Fallen der Obst- oder 
Gemiisesifte mit Schwermetallsalzen gewonnen. Versuche, das 
Vitamin durch Extrahieren dieser Safte mit anderen Lésungs- 
mitteln zu gewinnen, sind immer gescheitert. So konnten Hart, 
Steenbock und Lepkovsky*) und ebenso Vedder und Law- 
son®) zeigen, daB das C-Vitamin der Safte in Ather, Petrolather, 
Essigester, Chloroform und Aceton unldslich, dagegen in Methyl- 
und Athylalkohol verschiedener Konzentrationen und _natiirlich 
in Wasser léslich war. 

Von dem C-Vitamin wissen wir, daB es in neutraler bzw. 
alkalischer Lésung viel leichter oxydabel ist als in saurer Lésung. 
Dieses Verhalten kénnte darauf hindeuten, daB das Vitamin ein 
Polyphenol ist, was ja schon von Bezssonoff (a. a. O.) behauptet 
wurde. Bei der vorliegenden Untersuchung ist eine weitere Méglich- 


1) E. P. 168, 903 (1921); Ref. Chem. Z. 98, 1, 157 (1922). 

2) C. r. Acad. Sci. 180, 979 (1925). 

3) U.a. Biochemic. J. 18, 632 (1924); ebenda 21, 354 (1927); ebenda 22, 
779 (1928); Connell u. Zilva, ebenda 18, 641 (1924). 

4) J. of biol. Chem. 771 (1929). 

5) J. of biol. Chem. 52/ 241 (1922). 

6) J. of biol. Chem. 78,}215 (1927). 
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keit in Erwagung gezogen. Hs erschien nicht ausgeschlossen, daB 
das Vitamin eine Base sei, der Salzbildung faihig. Hierdurch lieBe 
sich zunéchst eine weitere Erklérung fiir die geringere Bestindig- 
keit des freien Vitamins in alkalischer bzw. neutraler Lésung 
bringen. Vor allem bestand aber die Méglichkeit, das freie Vitamin 
wirde sich vielleicht — im Gegensatz zu seinen Salzen — durch 
Ather extrahieren lassen. Hieriiber haben wir im letzten Jahr 
Versuche angestellt. Wir versuchten nach vorsichtigem Neutrali- 
sieren der Apfelsinensifte das Vitamin mit peroxydfreiem Ather 
auszuziehen. Die Arbeitshypothese erwies sich fiir die chemische 
Bearbeitung des Vitamin C-Problems als fruchtbar. Wir kamen 
auf diese Weise zu Konzentraten von hoher antiskorbutischer 
Wirksamkeit. Es wird im spiiteren Versuchsteil das Darstellungs- 
verfahren beschrieben. Die Konzentrate bestanden teilweise aus 
Ol, teilweise aus Krystallen. Die Ausbeuten waren — bei der Ver- 
wendung von reifen Apfelsinen — gering. EKinmal wurde aber 
eine Portion griine, unreife Apfelsinen verarbeitet. Nun be- 
stand das in &hnlicher Weise erhaltene Produkt fast ausschlieBlich 
aus reinem krystallinischen Stoff. Aus 200 Apfelsinen — etwa 
10 Liter Saft — lieBen sich ganze 600 mg von dem KoOrper erhalten. 
Kr wurde gereinigt und untersucht. Dabei muBten wir die erstaun- 
liche Feststellung machen, da8 er mit dem Narkotin, dem ziem- 
lich ungiftigen Opiumalkaloid, identisch war. Das ganz reine 
Narkotin erwies sich allerdings als gegen Skorbut unwirksam. 
Nun lieB sich aber durch Versuche mit iiber 15000 Apfelsinen ver- 
schiedenen Reifegrades feststellen, daf der Gehalt derselben an 
Narkotin mit zunehmender Reife staindig abnimmt, bis die vor- 
kommende Menge zu gering wird, um einen einwandfreien Nach- 
weis zu gestatten. Der Tatsache gegeniiber, da8 die antiskorbu- 
tische Wirksamkeit der Apfelsine erst mit dem Reifen derselben 
ausgebildet wird, fanden wir es von Interesse zu prifen, ob viel- 
leicht das Verschwinden des Narkotins und das gleichzeitige Ent- 
stehen des C-Vitamins miteinander im Zusammenhange stehen 
sollten. Wir versuchten das Narkotin nach verschiedenen Rich- 
tungen hin zu verindern. Die entstandenen Produkte haben wir 
dann in Tierversuchen probiert. Die Ergebnisse dieser Versuche 
lassen den SchluB berechtigt erscheinen, da8 das Narkotin eine 
Vorstufe des Vitamins C bildet, woraus das Vitamin beim Aus- 
reifen der Friichte entsteht. 

Zunichst versuchten wir das Narkotin durch Bestrahlung 
mit ultraviolettem Lichte zu verindern. Mehrere Male ist nimlich 








108 Ottar Rygh, Aagot Rygh und Per Laland, 


behauptet worden, daB Licht, vor allem Sonnenlicht, fiir die 
Bildung des C-Vitamins von Bedeutung sei. So hebt besonders 
H6jer?) hervor, daB der C-Vitamingehalt der Friichte und Gemiise 
in sonnenreichen Jahren besonders groB ist. U.a. Asbeck?) 
behandelte erfolgreich zahlreiche Fille von Menschenskorbut mit 
Sonnenstrahlen. Zilva*) und Spinka‘) behandelten C-vitamin- 
haltige Materialien oder solche, wo das C-Vitamin zerstért worden 
war, mit ultraviolettem Licht. Sie fanden, daB hierbei kein 
C-Vitamin entstand. Vielmehr wurde das vorhandene C-Vitamin 
zerstért, im besten Falle blieb es intakt. Die verwendeten Ma- 
terialien brauchen allerdings keine C-Vitaminvorstufe enthalten 
zu haben. 

Dem Lichte eines Quarzquecksilberbrenners ausgesetzt er- 
leidet das Narkotin nur geringfiigige Verinderungen. Das ent- 
standene Produkt ist aber gegen Meerschweinchenskorbut wirksam, 
die Wirkung ist nur schwach und tritt erst dann hervor, wenn die 
Tiere von dem Produkt tiglich je 1 mg erhalten. Wir sind dann 
mit chemischen Wirkungsmitteln an das Narkotin herangetreten. 
Uber die hiermit erzielten Versuchsresultate berichten zwei von 
uns in einer weiteren Abhandlung, wahrend der dritte (P. Laland) 
das Vorkommen des Narkotins in sonstigen Vegetabilien beschreibt. 


Versuche. 


Isolieren des Materiales aus Obstsaften. 


FrischgepreBter Apfelsinen- oder Citronensaft wurde im 
Vakuum auf 1/,—1/, eingeengt. Die Temperatur tberstieg hierbei 
niemals 25°C. Nach Entfernung der anhaftenden dligen Stoffe, 
Phytosterine u. dgl. durch mehrmaliges Schitteln mit peroxyd- 
freiem Ather wurde der Lésung vorsichtig und unter stetigem 
Umschwenken Alkali bis zu neutraler oder éuBerst schwach alka- 
lischer Reaktion (Lackmus) hinzugefiigt. Es wurde dann mehrere 
Male mit dem gleichen Volumen peroxydfreien Athers aus- 
geschiittelt, die Atherlésung wurde mit Natriumsulfat getrocknet 
und der Ather abdestilliert. Siamtliche Prozesse geschahen unter 
Durechleitung von Stickstoff oder Kohlenséiure und unter voll- 
kommenem LuftausschluB. Das Produkt, in weinsaurem Wasser 





1) Acta Paediatr. 3. Suppl. (1924). 

2) Miinch. Med. Wschr. 64, 65 (1917). 
8) Biochemic. J. 18, 164 (1919). 

4) Biochem. Z. 153, 231 (1924). 
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gelést, wurde 6 Meerschweinchen, die durch Bezssonoffs?) 
Vitamin C-freie Grunddiaét skorbutisch gemacht waren und an 
Gewicht etwa 100 g verloren hatten, in Tagesdosen von je 1—*/,) 
gegeben. Die Tiere fingen von diesem Zeitpunkte an im Gewicht 
zuzunehmen, nach 14 Tagen hatten sie das Ausgangsgewicht 
wieder erreicht. 3 Kontrolltiere waren schon 1 Woche vorher 
nach fortgesetztem Gewichtsverlust an Skorbut gestorben. Der 
Versuch wurde mit einigen Verinderungen wiederholt. Es wurde 
der Ather nur teilweise abgedampft und der Stoff durch Einleiten 
von trockenem Salzsiuregas ausgefallt und abfiltriert. Es wurde 
diesmal bei dem Meerschweinchenversuch die Diatliste von Ran- 
doin-Lecoq gewahlt. Die Ergebnisse waren denen in dem oben 
beschriebenen Versuche gleich. In beiden Fallen resultierte aus 
40 Liter ApfelsinenpreBsaft nur ein etwa 50 mg schweres, dliges, 
mit Krystallen durchsetztes Produkt. 

Wir machten uns jetzt daran, gréBere Mengen von dem 
Produkte herzustellen, um einerseits das Zeitma8 der biologischen 
Versuche weiter ausdehnen und die Anzahl Versuchstiere gréBer 
wahlen zu kénnen, andererseits um eine umfassendere chemische 
Charakterisierung zu erméglichen, als die oben erwaihnten kleinen 
Substanzmengen gestattet hatten. 

Wie erwaéhnt, bestanden die erhaltenen Produkte teilweise 
aus Krystallen. Es stellte sich bei der weiteren Arbeit heraus, 
daB die Mengen der gewonnenen Krystalle (und auch des ge- 
wonnenen Oles) mit der Aufbewahrungszeit der Apfelsinen immer 
kleiner wurden. SchlieSlich erhielten wir als Ausbeute nur geringe 
Mengen gelben Oles. Wir versuchten jetzt, wie sich ganz griine, 
unreife Orangen bei einem derartigen Isolierungsversuch ver- 
halten. Aus solchen Orangen erhielten wir erstaunliche Mengen 
von dem krystallinischen Kérper und verhiltnismaBig wenig Ol. 
Durchschnittlich erhielten wir aus 10 Liter PreBsaft von unreifen 
Orangen in der oben beschriebenen Weise 600 mg Ausbeute, vor- 
wiegend Krystalle. Das Produkt lieB sich sehr gut aus Alkohol 
umkrystallisieren. Es bildete Nadeln vom Schmelzp. 172°. Erst 
durch einmaliges Behandeln mit Tierkohle bei der Umkrystalli- 
sation schienen die letzten Spuren des gelben Oles entfernt zu 
werden, die den Krystallen eine schwach gelbliche Farbung ver- 
lichen. Die jetzt erhaltenen weiBen Nadeln schmolzen bei 176°. 
Wie schon erwahnt, erwies sich der Kérper als mit dem Narkotin 





1) Bull. Soc. Chim. biol. 9, 555 (1927). 





110 Ottar Rygh, Aagot Rygh und Per Laland, 


Cy.H,,NO, identisch. Ein Mischschmelzpunkt mit Narkotin gab 
keine Depression. Der Korper war unldslich in Wasser, léste sich 
aber darin bei Gegenwart von Séuren. Die dabei gebildeten Salze 
krystallisierten, wie es die Narkotinsalze zu tun pflegen, schlecht. 
Die Base war in kaltem Alkohol und auch in kaltem Essigester 
verhaltnismaBig schwer ldslich, in Chloroform sehr leicht léslich. 
Mit Mayers Reagens gab sie eine kraftige Fallung; aus saurer 
waBriger Losung wurde sie durch Natriumacetat ausgeschieden. 
In konzentrierter Schwefelséure léste sich die Base mit anfangs 
griiner, spiter in Rot tibergehender Farbe. Wie beim Narkotin 
war der Permanganatverbrauch groB. Die Base drehte, wie 
Narkotin es tut, das polarisierte Licht 200° nach links. 25 mg, 
32 mg in 2 ccm Chloroform geldst gaben 

a =—2,52°, — 3,18° 

[a]p =— 201°, - 198° 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 60° getrocknet. 

4,466 mg Substanz gaben 10,460 mg CO, und 2,27 mg H,O. 

2,850 mg - - 0,084 ccm N bei 20°, 747 mm. 

3,275 mg - ie 5,650 mg AgJ. 

Gef. 63,88°/, C 5,68°/, H 3,29%/, N  22,79/, OCH, 
Fir C,,H,,NO, Ber. 63,92 ,, 5,57 , 3,39 , 225  ,, 

Molekulargewichtsbestimmungen nach Rast lieferten zwischen 
2—400 schwankende Werte. Bessere Resultate wurden bei titri- 
metrischer Ermittlung des Molekulargewichtes erhalten: 

Beispiel: 0,1200 g Substanz in 10 ccm n-HCl gelést verbrauchte 7,09 ccm 
n-Natronlauge (Kongorot). Von der eingewogenen Substanz ist 2,91 ccm 
Normalsaure in Anspruch genommen, das Molekulargewicht 412 (theoretisch 
413) entsprechend. 

Auch die Absorptionsspektren im Ultraviolett (im dem Physi- 
kalisch-chemischen Institut der Universitat Upsala stellte dessen 
Direktor, Professor Svedberg, ein Spektrophotometer zur Ver- 
fiigung) ergaben mit dem Narkotin vdéllige Identitat. 


Bestrahltes Narkotin. 


Darstellung. 2g Narkotin (Handelsware) und 25 g Essigester 
wurden in ein Rohr aus Uviolglas gefiillt. Das Rohr wurde an der 
Quecksilberpumpe bis 0,2 mm evakuiert und dann zugeschmolzen. 
Hierauf wurde es unter stetigem Umdrehen 2 Stunden dem Lichte 
eines Quarzquecksilberbrenners ausgesetzt. Die Entfernung betrug 
etwa 25cm. Die Temperatur des Rohres stieg wahrend der Be- 
strahlung auf etwa 40°, das Narkotin léste sich hierbei auf, fiel 
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aber beim Erkalten wieder aus. Nach Abdunsten des Essigesters 
im Vakuumexsiccator hinterblieb eine krystalline Masse. Aus 
Alkohol umkrystallisiert, bildete sie schwach gelbliche Nadeln 
vom Schmelzp. 172°. Von der biologischen Priifung wird weiter 
unten die Rede sein. Selbst durch 5maliges Umkrystallisieren aus 
Alkohol gelang es nicht, die Krystalle von der gelben Farbe zu 
befreien, noch den Schmelzpunkt zu erhdédhen. Erst durch ein- 
maliges Behandeln mit Tierkohle gelang beides, und der Schmelz- 
punkt stieg auf 176° heran. Der Verlust an Stoff war hierbei 
gering. Der in dieser Weise gereinigte Stoff war durch wieder- 
holte Bestrahlung derselben Veranderungen fahig. Lingeres Be- 
strahlen fiihrte nur zu harzigen, braunen Produkten, die in allen 
gcewohnlichen Lodsungsmitteln, auch in Gegenwart von Siuren, 
unléslich waren. Wir muften uns demnach mit den sich nur 
spurenweise abspielenden Verinderungen begniigen, die nur schwer 
zu verfolgen waren. Wie gesagt, anderte sich der Schmelzpunkt 
nur um 4°, die optische Drehung dnderte sich nicht merkbar, 
die Absorptionsspektra im Ultraviolett wiesen nur einen quanti- 
tativen, nicht aber einen qualitativen Unterschied auf. Hinzu- 
gefiigt sei es noch, da die Bestrahlung bei Anwesenheit von 
Sauerstoff in abnlicher Weise verlauft. 

Tierversuche. Von dem nur einmal aus Alkohol umkrystalli- 
sierten Bestrahlungsprodukt erhielten 6 Meerschweinchen tiglich 
je 1/,.mg, 3 erhielten tiglich je 1/,mg unbestrahltes Narkotin, 
beides in weinsaurem Wasser geldést, 3 dienten als Kontrolltiere und 
erhielten nur das entsprechende weinsaure Wasser. Alle erhielten 
eine Grunddiaét, bestehend aus 340 g Casein, 1280 g Maisstirke, 
40 ¢ physiol. Salzgemisch, 30g Natriumchlorid, 100g Calciumlactat, 
50 g Filtrierpapier — alles mit 3 Liter Wasser zu einem Brei 
gekocht und nachher 200 g Hefeextrakt, 125 g Butter und 10 ccm 
Dorschlebertran zugefiigt. Die Kontrolltiere und die Tiere, die 
unbestrahltes Narkotin erhielten, starben innerhalb 4—5 Wochen 
an schwerem Skorbut. Die 6 Tiere, die bestrahltes Narkotin 
bekamen, starben ungefihr zu gleicher Zeit, ohne aber jegliche 
Zeichen des Skorbuts aufzuweisen. Auf die Erklirung dieses 
merkwiirdigen Tatbestandes werden wir in einer weiteren Ab- 
handlung zuriickkommen. 
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Versuche zur Isolierung des Narkotins aus verschiedenen 
Vegetabilien. 
Von 


Per Laland, Oslo. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. November 1931.) 


AnschlieBend an die vorhergehende Untersuchung habe ich 
untersucht, inwieweit Narkotin auch in anderen Vegetabilien 
vorkommt. Untersucht habe ich Tomaten, Kartoffeln, Kohl und 
PreiBelbeeren, auch die Milch wurde einer derartigen Untersuchung 
unterzogen. Die Vegetabilien wurden méglichst jung bzw. unreif 
gewihlt, um eventuell vorhandenes Narkotin vor dem Ubergang 
ins Vitamin fassen zu kénnen. Sowohl aus Kohl wie aus Tomaten 
und Kartoffeln lieB sich Narkotin in nach den Umstianden betracht- 
lichen Mengen isolieren. In Milch fanden sich nur Spuren, die sich 
aber immerhin nachweisen lieBen; aus PreiBelbeeren, die nur 
fiuBerst schwach antiskorbutisch wirken"), gelang es nicht, trotz 
wiederholter Versuche die geringsten Spuren Narkotin nach- 


zuweilsen. 
I. Tomaten. 


20 kg Tomaten wurden in Scheiben geschnitten und gepreBt. 
Es resultierten etwa 18 Liter Saft von px = 4,22, elektrometrisch 
gemessen. Nach Einengen im Vakuum bei 25° auf etwa 5 Liter 
wurden 5 Liter Aceton zugesetzt. Dieser Acetonzusatz, der zum 
Teil auch bei unseren sonstigen Versuchen verwendet worden ist, 
hat mehrere Vorteile. Die in dieser Weise behandelten Safte 
neigen bei den folgenden Atherextraktionen nicht so sehr zur 
Emulsionsbildung, auch bildet sich keine Zwischenschicht von 
ausgeschiedenen Faserstoffen, die die Ather—Wassergrenze ver- 
wischen. 

Vom Ausgeschiedenen abfiltriert, wurde das Aceton im 
Vakuum abgedampft. Hierauf wurde die Lésung 3mal mit je 
2 Liter Ather ausgeschiittelt zwecks Entfernung der éligen Stoffe. 
Hierauf wurde ein Uberschu8 von Natriumacetat zugesetzt und 





1) Géthlin, Widmark, Upsala Lakareférenings Forh. 1931. 
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wiederum mehrere Male mit Ather ausgeschiittelt. Nach Trocknen 
mit Natriumsulfat wurde die atherische Lésung eingeengt. Hs 
resultierte ein Gemisch von Ol und Krystallen, das in weinsaurem 
Wasser aufgenommen wurde. Nach Entfernung des Oles wurde 
mit Natronlauge gefallt, mit Ather ausgeschiittelt und wieder 
isoliert. Es resultierten jetzt Krystalle, Nadeln vom Schmelz- 
punkt 172°. Durch Behandeln mit Tierkohle stieg der Schmelz- 
punkt auf 176°. Ausbeute 20 mg. Der Stoff gab alle Reaktionen 
des Narkotins. Er wurde zur Analyse im Hochvakuum bei 60° 


getrocknet. 
4,648 mg Substanz gaben 10,885 mg CO, und 2,280 mg H,0. 
2,891 mg ‘ - 0,088 com N bei 21,5°, 765 mm. 
3,477 mg “ - 5,895 mg AgJ. 
Fiir C,,.H,,NO, Ber. 63,92°/, C 5,57°/, H 3,399/, N 22,5°/, OCH; 
Gef. 63,87 ,, 5,48 ,, 3,65 ,, 22,4 m 
II. Kohl. 


100 kg Wei8kohl wurde in Scheiben geschnitten und gepreBt. 
Die Ausbeute war 25 Liter Saft von px = 6,3. Wurde wie oben 
beschrieben weiterbehandelt. Die Ausbeute betrug 40 mg. Schmelz- 
punkt 174°. Die im Hochvakuum bei 60° getrocknete Substanz 
wurde analysiert. 


4,988 mg Substanz gaben 11,740 mg CO, und 2,620 mg H,0O. 


3,101 mg - 0,093 com N bei 22°, 765 mm. 
3,051 mg - a 5,105 mg AgJ. 
Fiir C.,H,,NO, Ber. 63,92°/, C 5,579/, H 3,39°9/, N 22,5°/, OCH; 
of Ge . Bt , oe ~» Pa 
III. Kartoffeln. 


20 kg Kartoffeln wurden fein gemahlen, der KartoffelpreBsaft, 
10,4 kg ausmachend, von px = 5,6 wurde wie oben beschrieben 
behandelt. Von einer Behandlung mit Tierkohle wurde wegen der 
schlechten Ausbeute Abstand genommen. Es resultierten etwa 
12 mg Stoff vom Schmelzp. 174°. Er wurde bei 60° im Hoch- 
vakuum getrocknet und analysiert. 

4,719 mg Substanz gaben 11,040 mg CO, und 2,410 mg H,0. 

2,989 mg “ a 0,098 ccm bei 22°, 751 mm. 

3,190 mg id - 5,400 mg AgJ. 

Fir C,,H,,NO, Ber. 63,92°/, C 5,57°/, H 3,399/, N 22,5°/, OCH, 
Gef. 63,80 ,, 5,71 eae pa 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIV. 8 
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IV. PreiBelbeeren. 


2mal 75 kg PreiBelbeeren, wie oben beschrieben behandelt, 
lieferten nichts, was der Isolierung faihig war. px des PreiBelbeer- 
saftes betrug 2,87. 


V. Milch. 


50 Liter Milch wurden mit Saure gefillt und das Casein ab- 
filtriert. Die Fliissigkeit wurde wie oben beschrieben behandelt. 
Die Ausbeute war aéuBerst gering, es lieBen sich damit nur einige 
Reaktionen machen. Die Substanz, in verdiinnter Saure gelést, 
wurde durch Natriumacetat gefillt. Auch mit Mayers Reagens 
entstand eine Fallung. In konzentrierter Schwefelsiure léste sich 


die Substanz mit anfangs griimer, spiter in Rot wtbergehender 
Farbe. 


Chemische Untersuchungen 
tiber das antiskorbutische Vitamin. II. 


Uber Narkotin und dessen Abkémmlinge als Antiskorbutica. 


Von 


Ottar Rygh und Aagot Bygh. 
(Mit 2 Figuren im Text.) 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitét Upsala.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. November 1931.) 


In einer vorhergehenden Abhandlung haben wir beschrieben, 
wie wir eine Anzahl Meerschweinchen mit einer skorbuterzeugenden 
Diat ernihrten, teils ohne Zulage, teils mit Zulage von gewohn- 
lichem Narkotin, teils mit Zulage von bestrahltem Narkotin. Die 
Tiere starben ungefahr zu gleicher Zeit. Wahrend aber die Kontroll- 
tiere und die mit Zulage von Narkotin ernahrten Meerschweinchen 
an schwerem Skorbut eingingen, wiesen die Tiere, die bestrahltes 
Narkotin erhalten hatten, keine Zeichen eines solchen auf. 

Wir haben jetzt den Ubergang des Narkotins in einen anti- 
skorbutischen Stoff naher untersucht. 
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Zunichst haben wir verschiedene Dosierungen des bestrahlten 
Stoffes probiert. Wir sind so vorgegangen, daB eine Anzahl Meer- 
schweinchen paarweise folgende Tagesgaben erhielten: 10 mg, 
5 mg, 2 mg, 1 mg, 100 y, 10 y, 1 y und 4/,) ». Dazu kamen Kon- 
trolltiere, einerseits zwei, die ein bekanntes Antiskorbuticum be- 
kamen (5 ccm Apfelsinensaft pro Tag), andererseits zwei, die keine 
Zulage zur C-vitaminfreien Basaldiit bekamen. Als Diitliste 
wahlten wir jetzt die Shermansche, von G6thlin (Upsala Likare- 
forenings Forh. 1931) modifizierte, bestehend aus: 50 Teilen Hafer- 
grieB, 20 Teilen Weizenkleie, 15 Teilen bei 110° wihrend 2 Stunden 
autoklaviertes Magermilchpulver, 10 Teilen ungesalzene Butter, 
der beim Schmelzen 1°/, Dorschlebertran zugemischt wurde, 
31/, Teilen Hefeextrakt, 1 Teil Kochsalz, 1/, Teil Osbornes physio- 
logisches Salzgemisch. Die zu priifenden Substanzen wurden in 
weinsaurem Wasser gelést gegeben. Anfangs wuchsen die Tiere 
recht gut, nach 3 Wochen fingen sie an Gewicht zu verlieren, 
nach 4 Wochen hatten die negativen Kontrolltiere blutige Diarrhoe 
und starben nach einer Versuchsdauer von 30 Tagen. Zu gleicher 
Zeit wurden alle die anderen Tiere, die allerdings nicht sehr gut 
aussahen, auch getdtet. Siamtliche Tiere wurden jetzt einer ge- 
nauen Obduktion?unterzogen, nachher wurden von den Brust- 
platten Réntgenaufmahmen gemacht nach der Methode von 
Géthlin und Sundberg, welche Methode im Physiologischen 
Institut zu Upsala ausgearbeitet ist. Fir die Réntgenaufnahmen 
sowie die Beurteilung derselben sind wir Herrn Dr. med. C. G. 
Sundberg zu ergebenem Danke verpflichtet. 

Wir versuchten den Skorbutgrad durch Ziffern auszudriicken. 
Zu diesem Zwecke wurde der Meerschweinchenkorper in ,,Skorbut- 
zonen“ eingeteilt: Hinterbeine, Rippen, Verdauungskanal, Neben- 
nieren, Kiefer und Zihne. Bei den Hinterbeinen wurde je nach 
dem Grade der subcutanen und intramuskuliren Blutungen 
Noten von 1—10 gegeben, wo 10 den héchsten Skorbutgrad 
bezeichnet. Der Zustand der Rippen, das ,,Aufgetriebensein“ und 
die Blutungen an der Knorpelknochengrenze wurde in ahnlicher 
Weise beurteilt, ebenso das Lockersein der Zihne und die Sprédig- 
keit der Kiefer. In derselben Weise wurden auch die Réntgen- 
bilder beurteilt. Aus diesen Noten wurde schlieBlich der Durch- 
schnitt berechnet, der den Skorbutgrad angibt. Blutungen im 
Verdauungskanal und der Zustand der Nebennieren wurden in 
ahnlicher Weise mitberechnet. 

Um eine méglichst objektive Beurteilung zu erzielen, sind 
8* 
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Tabelle 1. 
Bestrahlungsprodukt. 
Dose Beine |Rippen| Darm grmnq Zahne — ame 
10 mg 8 8 0 0 Fest 7 4 
5 mg 6 5 0 0 " 2 2 
2 mg 1 2 0 0 » 0 0 
2 mg 0 0 0 0 is 0 0 
1 mg 1 0 0 0 1” 0 0 
1 mg 0 0 0 0 ‘. 0 0 
100 y 2 0 0 0 . 0 0 
100 v 1 0 0 0 a. 4 1 
10 v 5 5 0 0 ? 2 2 
10 7 5 1 0 ? 9 5 
ly 4 4 2 0 Locker 10 5—6 
ly 4 + 2 ? ‘i. 10 6 
07 8 8 2 5 ” 8 7 
Who” 7 9 3 4 ¥ 7 7 
0 10 10 8 5 mt 9 9 























wir so vorgegangen, daB die Beurteilenden bei der Feststellung 
der Noten nicht gewuBt haben, was die Tiere far Substanzen 
bekommen hatten. Die Resultate des oben beschriebenen Ver- 
suches sind in der Tab. 1 zahlenmaBig wiedergegeben, in Fig. 1 
graphisch. Man bemerkt, da8 bei Dosen von oberhalb 100 y 


Skorbutgrad 


Tagesdosen: 0 oy ly 10y 100y 1mg 2mg 5mg 10mg 
Anzahl Tiere: 1 2 2 2 2 2 2 1 1 
Fig. 1. Bestrahlungsprodukt. 





bis zu Dosen von 2mg Skorbutschutz besteht, ferner daB bei 
gréBeren Dosen Blutungen wieder auftreten, waihrend die Zahne 


immer noch fest bleiben. 
Inzwischen haben wir auch durch chemische Mittel das 


Narkotin verandert und sind hierbei zu besseren Resultaten ge- 
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kommen. Wir haben eine Reihe Narkotinabkémmlinge dargestellt 
und ihre antiskorbutische Wirksamkeit biologisch gepriift. 
Bekanntlich setzt sich das Narkotin (vgl. Formelbild) aus 
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Narkotin. 


2 Komponenten zusammen, dem Mekonin, dessen erstes Oxy- 
dationsprodukt die Opiansaure ist, und dem Cotarnin. Im Narkotin 
sind 8 Methoxylgruppen vorhanden, wovon eine auf die Cotarnin- 
komponente, zwei, die zueinander in Orthostellung stehen, auf 
die Mekoninkomponente fallen. Wir haben jetzt die Methyl- 
gruppen dieser Methoxylgruppen stufenweise abgespalten, um 
dadurch zu den entsprechenden Phenolen zu kommen. Folgende 
Abkémmlinge und Spaltstiicke des Narkotins sind bisher unter- 
sucht worden. 


1. Cotarnin. 6. Narkotin-N-oxyd. 

2. Mekonin bzw. Opiansiaure. 7. Dimethylnornarkotin. 
3. Cotarnaminsaure. 8. Methylnornarkotin. 
4. Normekonin. 9. Nornarkotin. 


Or 


. Anhydrocotarninphthalid.*) 


Die erstgenannten 5 Verbindungen erwiesen sich als gegen 
Skorbut vollig wirkungslos; es kann deshalb auf eine nahere Be- 
schreibung der Versuche verzichtet werden. Die 5. und 6. Verbin- 
dung entfalteten nur eine sehr geringe antiskorbutische Wirksamkeit, 
und sollen niher untersucht werden. Die drei letztgenannten 
Verbindungen zeigten antiskorbutische Wirkung, vor allem fielen 
die des Methylnornarkotins auf, die schon bei ganz geringer 
Dosierung im Tierversuch hervortrat. Dieses Methylnornarkotin 
entsteht durch 8tigiges Erhitzen des Narkotins mit der 10fachen 
Menge konzentrierter Salzsiure auf 100°, wonach sein Hydrochlorid 
in guter Ausbeute auskrystallisiert. Die zwei Methoxylgruppen, 





1) Hope und Robinson, J. Chem. Soc. 99, 1153 (1912). 
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die in o-Stellung zueinander stehen, sind auf diese Weise ent- 
methyliert worden, wobei sich das entsprechende o-Diphenol ge- 
bildet hat. Durch kiirzeres Erhitzen mit konzentrierter Salzsiure 
wird nur die eine von diesen zwei Methylgruppen abgespalten, durch 
Verwendung von Jodwasserstoffsiure oder durch lingere Kin- 
wirkung von Salzsiéure wird auch die Methoxylgruppe des Co- 
tarninkomponenten abmethyliert. DaB diese Verbindungen, das 
Tri- und das Monophenol, eine gewisse antiskorbutische Wirkung 
ausiiben, laBt sich vielleicht dadurch erklaren, daB sie von dem 
Methylnornarkotin, dem o-Diphenol, nach der Darstellungsweise 
eine wechselnde Beimengung enthalten. Und wo man die Jod- 
wasserstoffsiure nur geringe Zeit oder nur bei maéBiger Tempe- 
ratur einwirken la8t, erhélt man hauptsachlich das aktive o-Di- 
phenol. Diesem sind dann seinerseits, je nach den Versuchs- 
bedingungen, wechselnde Mengen Mono- und Triphenol beigemengt. 
Ob bei der Darstellung auch noch andere Verainderungen an dem 
Narkotin vor sich gehen, kann zur Zeit nicht gesagt werden. Bei 
dem erwihnten Darstellungsverfahren scheidet sich das Diphenol 
aus der salzsauren Lésung als meistens rotgefarbtes Hydrochlorid 
ab; dieses laBt sich, leider aber nicht sehr gut, aus Wasser um- 
krystallisieren. Versuche, die rote Farbe durch Tierkohle zu ent- 
fernen, scheiterten, weil die Tierkohle von dem Stoffe selbst groBe 
Mengen aufnahm. Dagegen liBt sich ein rein weiBes Produkt durch 
Behandeln mit schwefliger Séure erhalten. Das Hydrochlorid ist 
in Wasser leicht léslich, lést sich auch in verdiinntem Alkohol; 
aus konzentrierten Lésungen wird es durch viel Séure zum Teil 
ausgefallt. Die Lésungen dieses Hydrochlorids sind zur kraftigen 
Schaumbildung befahigt. Sie zeigen kraftiges Reduktionsvermégen. 
Bei der Methoxylbestimmung nach Zeisel kann man das noch 
nicht abgespaltene Methoxy] feststellen, bei der Spaltung bekommt 
man Cotarnin, ein Beweis dafiir, daB nur die zwei o-Methoxyle 
abmethyliert worden sind. Gewoéhnliche Phenolreaktionen fallen 
positiv aus. Die durch Alkalien in Freiheit gesetzte Base ist auBerst 
leicht oxydabel. Bei der Oxydation bildet sich ein dunkelbraunes 
Produkt. Die drei erwahnten Phenole sind schon anlaBlich che- 
mischer Untersuchungen des Narkotins von Matthiessen, Foster 
und Wright?) dargestellt worden. 

Matthiessen duSert sich u. a. wie folgt: ,,Keme der Basen 
iibt irgendwelche deutlich ausgesprochene physiologische Wirkung 





1) Liebigs Ann. Suppl. 7, 63 (1870); Proc. Royal. Soc. 11, 55; ebenda 
12, 501; ebenda 16, 39; ebenda 17, 34 (1860—1870). 
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aus; denn keinerlei Wirkungen wurden bei dem Arbeiten mit 
denselben und auch nicht nach dem Einnehmen von Dosen von 
1 Grain beobachtet.‘‘ In unseren Versuchen haben wir einem 
2 kg schweren Kaninchen 1 g von dem o-Diphenol per os gegeben, 
ohne daB es sich davon in geringstem Ma8e beeinflussen lieB. 

Es sei noch erwahnt, da8 wir das Narkotin auch durch Ein- 
wirkung keimender Samen in einen antiskorbutischen Stoff ver- 
wandelt haben.) Wir haben gefunden, da das Narkotin hierbei 
verschwindet. Gleichzeitig entstehen Phenole. Der Vorgang wird 
noch untersucht. 




















Tabelle 2. 
o-Diphenol. 

Tages- Pp , Neben- | ,,.. Réntgen- | Durch- 
ie Beine | Rippen | Darm niere Zahne bild schnitt 
5 mg 5 5 0 0 Fest 2 2—3 
1 mg 1 1 0 0 ” 3 ] 

100y | 1-2] 1-2 0 0 ‘ 2 l 

100 7 0 0 0 0 0 0 

30 7 0 0 0 0 0 0 

30 7 0 0 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 -. 0 0 

20 ¥ 0 0 0 0 ‘ 0 0 

20 0 0 0 0 " 0 0 

20 y 0 0 0 0 ‘ 0 0 

20 y 0 0 0 0 i 0 0 

20 ¥ 0 0 0 0 i 0 0 

10 7 4 l 0 0 - 0 0—1 

10 y 1 1 0 0 . 3 0—1 

10 7 0 0 0 0 . 0 0 
ly 9 2 0 0 4 6 4 

ey 10 10 0 0 2 9 6 

hoY 10 10 0 0 4 3 6—7 

10 10 8 6 10 10 9—10 























Wie aus Tab. 2 und Fig. 2 hervorgeht, liegt das Wirksam- 
keitsoptimum des dargestellten o-Diphenols bei einer Meer- 
schweinchentagesdosierung von etwa 20y. Auch hier treten bei 
zu groBer Dosierung Blutungen wieder auf. 

Wie bei dem beschriebenen Bestrahlungsprodukte, gelang es 
auch nicht bei der Zulage dieses aktiven o-Diphenols zur Basal- 
diit, die Versuchstiere lingere Zeit als 5 Wochen am Leben zu 
erhalten. Nach dieser Zeit starben selbst die Tiere, die eine opti- 





1) Bekanntlich hat Fiirst gezeigt, da8 durch Keimen der Samen 
C-Vitamin entsteht. 
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male Dose des aktiven Stoffes bekommen hatten — jedoch vdllig 
skorbutfrei. 

Bei dieser Sachlage erschien es uns von gréBter Bedeutung, 
dariiber ins klare zu kommen, ob sich noch weitere lebenswichtige 
Stoffe in den Vegetabilien finden bzw. ob die verwendete Basal- 
diit als ausreichend angesehen werden dirfte. Die Frage nach 


Skorbutgrad 
oe Va C. 
Tagesdosen: 0 Wig Y ly 10y 20y 30y 100y Img bmg 
Anzahl Tiere: 1 2 1 3 6 2 2 1 1 


Fig. 2. o-Diphenol. 


einer fiir die Versuchstiere (Meerschweinchen) passenden C-vitamin- 
freien, in allen sonstigen Richtungen aber vollstandigen Basal- 
diat ist nimlich noch nicht geklirt. Man ist darauf angewiesen, 
Obstsifte u.dgl. als Kontrollsubstanzen zu verwenden. Diese 
enthalten auBer dem C-Vitamin auch andere, fir die Tiere wichtige 
Stoffe, beispielsweise Salze, Proteine, Kohlenhydrate usw. Auch 
finden sich darin andere Vitamine; nachgewiesen sind des 6fteren 
antixerophthalmische und wachstumsférdernde fettlésliche Vit- 
amine, sowie Vertreter der Vitamin B-Gruppe. Derartige Konglo- 
merate als Kontrollsubstanzen kénnen dann natirlich in gegebenen 
Fallen eine an sich gar nicht vorhandene Vollstandigkeit einer 
Basaldiait vortiuschen, was dann bei der Untersuchung von 
reineren Vitamin C-Konzentraten zu Irrtiimern AnlaB geben kann. 


Was zuniachst die Frage nach den fettléslichen Vitaminen 
bei den Meerschweinchenversuchen betrifft, hangt sie wohl mit der 
Resorbierbarkeit der Fette selbst in dem Darm dieser Pflanzen- 
fresser zusammen. Durch Extraktionsversuche mit Ather haben 
wir gefunden, daB die in der oben angegebenen Basaldiat vor- 
handene Butter sich zum groBen Teil in dem Meerschweinchen- 
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faces unveradndert wiederfindet. Es erscheint demnach als wenig 
vorteilhaft, fettlésliche Vitamine in Fette gelést diesen Tieren zu 
verabreichen. Wie aber aus dem oben gesagten hervorgeht, bilden 
verschiedene Vegetabilien bzw. Obstsifte ausgezeichnete Er- 
ginzungs- oder Kontrollsubstanzen fiir die skorbuterzeugenden 
Basaldiéten. Wenn Meerschweinchen nur tiiglich geniigend Apfel- 
sinensaft erhalten, kénnen sie sich mit gewdéhnlichem Hafer als 
ausschlieBliche sonstige Nahrung begniigen (Holst und Frélich). 
Nun ist bekanntlich das C-Vitamin sehr leicht zerstérbar. Wir 
haben einen C-vitaminfreien Apfelsinensaft durch 38stiindiges 
Erhitzen auf 100° unter Durchleitung von Luft erzeugt (man 
lauft dann natiirlich immerhin Gefahr, auch andere Stoffe dadurch 
zu zerstéren, auch kann es sein, daB Spuren von C-Vitamin un- 
zerstért bleiben). Als eine Anzahl Meerschweinchen auBer der 
beschriebenen Basaldiét von diesem denaturierten Saft taglich 
5cem (abgedampftes Wasser wurde wieder ersetzt) bekamen, 
nahmen sie wahrend der ersten 4—5 Wochen an Gewicht kriftig 
zu. Als 5 Wochen verstrichen waren, stand ihr Gewicht gewohnlich 
einige Tage still. Nach 6 Wochen gingen sie nach nur unbetricht- 
lichem Gewichtsverluste ein. Bei der Obduktion wurde ein Skorbut 
festgestellt, der bei weitem das Ma8 dessen iiberschritt, was man 
nach einer Versuchsdauer von 4 Wochen zu sehen bekommt. Die 
Tiere, die auBer Basaldiét und denaturiertem Saft noch eine 
Zulage beschriebenen o-Diphenols optimaler Dosierung bekamen, 
hatten nach dieser Zeit nicht an Gewicht verloren, lebten weiter 
und ergaben bei der spateren, nach 50 Tagen Versuchsdauer statt- 
findenden Obduktion véllige Skorbutfreiheit. 

Diese Beobachtung, daB das Wachstum der Versuchstiere 
nicht direkt mit dem Skorbut im Zusammenhange steht, ist ja 
nicht neu. Ahnliche Beobachtungen iiber denaturierten Apfel- 


'. sinensaft machten bereits Mouriquand u. Michel.!) Wir méchten 


noch darauf hinweisen, da8 wir in unseren ersten Versuchen mit 
aus alkalischer Lésung erhaltenen Apfelsinenkonzentraten (8. 109) 
tatsichlich auch Wachstum bei den Tieren beobachteten, was 
darauf deuten kénnte, daB noch fehlende Stoffe, z. B. Wachstums- 
vitamine mit Baseneigenschaften hier zu finden seien.?) 

Zum SchluB sei noch erwéhnt, daB wir, um die antiskorbu- 
tische Wirkung unserer verschiedenen Stoffe eingehender zu 


1) Soc. Biol. Chem. 84, 743 (1921); ebenda 87, 1404 (1922). 
2) Vgl. auch O. Rygh, A. Ryghu. P. Laland, Diese Z. 200, 261 (1931). 
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studieren, die Hoéjer-Westinsche Zahnpulpamethode heran- 
gezogen haben. Bekanntlich treten die ersten skorbutischen Ver- 
finderungen in der Zahnpulpa auf, und zwar schon nach wenigen 
Tagen Vitamin C-Defizit. Die Veranderungen machen sich am auf- 
falligsten durch das Degenerieren der Odontoblasten und das Ent- 
stehen unnormaler Knochenbildungen bemerkbar. Dr. G. Westin 
am Stockholmer Zahnarztlichen Institut hat die Zahne und Kiefer 
unserer Meerschweinchen untersucht. Die Ergebnisse stimmen 
mit den in dieser Abhandlung dargelegten iiberein. Das bestrahlte 
Narkotin ist nur sehr wenig wirksam, das o-Diphenol wirkt sowohl 
skorbutheilend als skorbutvorbeugend, die optimale Dosierung 
liegt — nach diesen Untersuchungen — bei 80 y pro Tag. Uber 
die Ergebnisse dieser Zahnuntersuchungen wird spater ausfiihr- 
licher berichtet werden. 

Die zahlreichen interessanten Fragen, die infolge der mit- 
geteilten Beobachtungen entstanden sind, werden weiter bearbeitet. 


Wir méchten auch an dieser Stelle dem Direktor des hiesigen 
Medizinisch-chemischen Instituts, Prof. Gunnar Blix, fiir den zur 
Verfiigung gestellten Arbeitsplatz auf herzlichste danken. Den 
Firmen Nyegaard und Co. in Oslo und in Stockholm, sowie den 
norwegischen §Stiftungen Nansenfondet, Statens Forskningsfond, 
Norsk Varekrigsforsikrings Fond und Freia Schokoladefabriks 
Medicinske Fond méchten wir fiir die gewahrte Unterstiitzung 
unseren ergebensten Dank aussprechen. 
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Mikrodoppelchinhydronelektrode (etwa '),). 





Mikrodoppelchinhydronelektrode; Detailaufnahme. 


' Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCLY. ‘Tafel I. 
Zu ,W. Kuntara, Eine neue Mikrodoppelchinhydronelektrode“. 
(S. 54.) 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CCIV. Tafel IL. 
Zu ,,C. J. Watson, Uber Stercobilin und Porphyrine aus Kot“. 
(Seite 57.) 
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